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Kinetika i mehanizam adsorpcije natrijum-(Z)-3-(5-hlor-2-((5-hlor-3-(3-
sulfonatopropil) benzotiazol-2(3H)-iliden)metil)benzotiazol-3-ium-3-il)propan-1-
sulfonata na koloidne čestice zlata različitih svojstava i veličine 
 
Rezime 
 
 
Primenom više eksperimentalnih metoda (TEM, UV-Vis spektrofotometrija, 
fluorescentna spektroskopija, FTIR, DLS, merenja zeta potencijala) ispitane su 
nanočestice zlata različitih svojstava i veličina sa adsorbovanim boratnim (C6 i C9,5) i 
citratnim (C17 i C30) jonima na površini, u odsustvu i prisustvu TC boje (natrijum-(Z)-3-
(5-hlor-2-((5-hlor-3-(3-sulfonatopropil)benzotiazol-2(3H)-iliden)metil)benzotiazol-3-
ium-3-il)propan-1-sulfonata) u vodenoj sredini, i potvrđena je adsorpcija TC na površini 
ovih nanočestica. Merenje fluorescencije agregata čestica-boja, korigovane za efekat 
unutrašnjeg filtera, je ukazalo da nanočestice zlata, u zavisnosti od koncentracije, gase 
fluorescenciju TC boje. Nađeno je da je ovaj proces kvantitativno povezan sa stepenom 
pokrivenosti površine nanočestica zlata molekulima TC boje. Pritom je efikasnost 
gašenja rasla sa povećanjem veličine čestica, pri čemu je koncentracija nanočestica zlata 
u rastvoru održavana konstantnom. Uz pretpostavku da je maksimalno gašenje 
fluorescencije TC boje ograničeno na potpunu monoslojnu pokrivenost površine 
nanočestica TC bojom (zavisno od orijentacije boje), eksperimentalno dobijene vrednosti 
koncentracije nanočestica C17 i C30 potrebne za potpuno gašenje fluorescencije TC boje 
su bile niže od teorijski izračunatih, dok su za gašenje fluorecencije TC boje pri 
konstantnoj koncentraciji nanočestica dobijene više eksperimentalne vrednosti u 
poređenju sa teorijski izračunatim, iz čega je zaključeno da je najverovatnija orijentacija 
molekula TC boje na površini ovih nanočestica kosa. S druge strane, u slučaju 
nanočestica C6 i C9,5 teorijski dobijene vrednosti za koncentraciju TC boje potrebnu da 
pokrije površinu nanočestice i da fluorescencija boje bude potpuno ugašena, u slučaju sve 
tri orijentacije, su niže u poređenju sa dobijenim eksperimentalnim vrednostima. 
Koncentracija nanočestica C9,5, potrebna da bi došlo do potpunog gašenja fluorescencije 
TC boje, po vrednosti najpribližnije odgovara vertikalnoj orijentaciji boje duž kraće 
  
strane, dok je u slučaju C6 eksperimentalno dobijen rezultat dosta niži od teorijski 
izračunatih vrednosti za sve tri moguće orijentacije boje, iz čega je zaključeno da je na 
površini ovih nanočestica boja smeštena u više od jednog sloja. Iz eksperimenata u 
kojima je ispitivano gašenja fluorescencije, izračunate su i konstante ravnoteže za proces 
adsorpcije TC na površini svih ispitivanih nanočestica.  
  
Ispitano je formiranje J-agregata, dobijenih samo u prisustvu koloida C6, kao i kinetika i 
mehanizam J-agregacije. Pritom su određeni kinetički i aktivacioni parametri ove 
reakcije, kao i uticaj jednovalentnih (Li
+
, Na
+
, K
+
, Cs
+
), dvovalentnih (Mg
2+
) i 
trovalentnih (Al
3+
) metalnih jona na reakciju J-agregacije. Kinetička ispitivanja formiranja 
hibridnih J-agregata boje u prisustvu ovih  nanočestica zlata su pokazala da se reakcija 
odvija kroz dva koraka, brzo inicijalno formiranje površinskog sloja, koje je praćeno 
sporijim rastom J-agregata na inicijalnom sloju J-agregata. Adsorpcija ove negativno 
naelektrisane boje na površini negativno naelektrisanih nanočestica zlata je moguća kada 
su molekuli boje prema površini nanočestica orijentisani preko tiazolnog sumpora, koji 
nosi parcijalno pozitivno naelektrisanje, što je u skladu sa aktivacionim parametrima 
određenim iz kinetičkih podataka. J-agregacija je primećena po dodatku metalnih jona u 
rastvor boje, a nakon dodatka nanočestica u rastvor boje i u prisustvu svih navedenih 
jona, osim Al
3+
, takođe je došlo do formiranja J-agregata. Pritom, sa porastom veličine 
jednovalentnih katjona dolazi do smanjenja vrednosti konstante brzine i brzog i sporijeg 
procesa J-agregacije. Sa povišenjem temperature, u prisustvu Cs+, vrednosti konstanti 
brzina za oba procesa rastu, pri čemu su izračunate niže vrednosti aktivacionih energija u 
poređenju sa vrednostima dobijenim bez njihovog prisustva ukazale da je u ovom slučaju 
smanjena energetska barijera i pospešena reakcija J-agregacije. 
 
Ispitana su citotoksična svojstva još dve različite koloidne disperzije zlata, C15 i C47, 
sintetizovane sa citratom kao redukcionim sredstvom, korišćenjem dva in vitro model 
sistema humanih ćelija: limfocita i fibroblasta. Dobijeni rezultati su pokazali da u oba 
slučaja postoji koncentraciona zavisnost za različite efekte, kao i zavisnost od veličine 
čestica, ali je u slučaju limfocita dobijena veća osetljivost na nanočestice zlata. Tretiranje 
kultura limfocita sa nanočesticama zlata je izazvalo citotoksične efekte koji su pokazani 
  
značajnim uvećanjem učestalosti mikronukleusa ali zanemarljivo malim povećanjem 
ćelijskog proliferativnog potencijala u poređenju sa kontrolom, što ipak ukazuje na 
poremećaj funkcije kontrolnih tačaka ćelijskog ciklusa. U ćelijskoj liniji fibroblasta, iste 
koncentracije nanočestica zlata su izazvale nešto veći nivo γ-H2AX fokusa nego što je to 
u kontroli.  
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Kinetics and mechanism of sodium (Z)-3-(5-chloro-2-((5-chloro-3-(3-sulfonatopropyl) 
benzothiazol-2(3H)-ylidene)methyl)benzo- thiazol-3-ium-3-yl)propane-1-sulfonate 
adsorption on gold nanoparticle colloids of different properties and size 
 
Abstract 
 
 
The borate (C6 and C9,5) and citrate (C17 and C30) capped gold nanoparticles of 
different average core sizes and properties, were characterized by transmission electron 
microscopy (TEM), ultraviolet-visible spectroscopy (UV-Vis), fluorescence 
spectroscopy, Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), dynamic light scattering 
(DLS) and zeta potential measurements, in the absence and presence of cyanine dye, 
sodium (Z)-3-(5-chloro-2-((5-chloro-3-(3-sulfonatopropyl) benzothiazol-2(3H)-
ylidene)methyl)benzothiazol-3-ium-3-yl)propane-1-sulfonate (TC) in water conditions, 
and the obtained results confirmed that TC was adsorbed on the surface of these 
nanoparticles. The measurements of fluorescence of the particle–dye assembly, corrected 
for inner filter effects, clearly indicated that the fluorescence of TC was quenched by 
gold nanoparticles on the concentration dependent manner. This process was found to be 
quantitatively related to the surface coverage of the Au nanoparticle by TC dye 
molecules. Significant increase of quenching efficiency was noticed when nanoparticle 
size increased, keeping the concentration of nanoparticles of different size constant. The 
experimental results of fluorescence quenching were compared with those obtained by 
theoretical calculations, in which we assumed that the maximum quenching of TC dye 
fluorescence was restricted to full monolayer coverage of TC on the nanoparticle 
surface. In case of C17 and C30 nanoparticles, the experimentally obtained values for 
nanoparticle concentration needed to completely quench TC dye fluorescence were 
lower than the calculated ones, while higher experimental values in comparision with 
calculated ones of quenched TC dye at constant nanoparticle concentration were 
obtained. These findings leaded to the conclusion that the most probable orientation of 
TC dye molecules on the surface of these nanoparticle was slanted. On the other hand, in 
case of C6 and C9,5 nanoparticles, the obtained calculated values for TC concentration 
  
needed to cover the nanoparticle surface and be completely quenched, for all three 
possible orientations of TC dye, were lower in comparision with the experimental values. 
The experimentally obtained value of C9,5 concentration needed to completely quench 
TC dye fluorescence most closely corresponds to vertical TC dye orientation along the 
short side, while the experimentally obtained results in case of C6 nanoparticles were 
much lower than theoretically calculated values for all three possible TC dye orientations. 
These findings indicated that on the surface of C6 nanoparticles the dye was 
accommodated in more than one layer. In addition, from the fluorescence quenching 
experiments, the equilibrium constants for the sorption of TC on the surface of all 
mentioned nanoparticles were calculated. 
 
TC dye J-aggregate formation, obtained only in the presence of C6 colloidal 
nanoparticles, as well as kinetics and mechanism of this process were investigated. 
Thereby, the kinetic and activation parameters of this reaction were determined, and the 
influence of mono- (Li
+
, Na
+
, K
+
, Cs
+
), di- (Mg
2+
) i trivalent (Al
3+
) metal cations on TC 
J-aggregation was estimated. Kinetic studies of this hybrid dye/metal nanoparticle J-
aggregate formation have shown a two-step process, a fast initial formation of the 
surface layer, followed by the slower, growth of J-aggregates on the initial TC layer. The 
adsorption of this negatively charged dye on the surface of negatively charged gold 
nanoparticles is only possible if the dye molecules are oriented toward the surface of 
nanoparticles via thiazole sulfur, which carries partial positive charge. This hypothesis is 
supported by the activation parameters estimated from kinetic data. The presence of J-
aggregates was noticed in the prescence of metal ions in TC dye solution, and also after 
the addition of C6 nanoparticles and in the presence of all mentioned cations except Al
3+
. 
The rate constants for faster and slower process of J-aggregate formation decreased with 
increasing the size of monovalent cations. With increasing temperature, in the presence 
of Cs
+
 ions, the values of rate constants for both processes increased, while the obtained 
calculated lower values of activation energies in comparison with values obtained 
without their presence indicated that in this case the energy barrier was reduced and the 
J-aggregate formation was promoted.           
 
  
Two more colloidal dispersions of gold nanoparticles prepared by citrate reduction, 
namely C15 i C47, were sintetized, and their cytotoxic properties were examined using 
two in vitro human cells model systems: proliferating lymphocytes and connective tissue 
fibroblasts. The obtained results indicated  the concentration dependent effects in both 
cases, as well as size dependence, although lymphocytes turned to be more sensitive to 
gold nanoparticles. Treatment of lymphocyte cultures with these gold nanoparticles 
caused cytotoxic effects as revealed by significant enhancement of incidence of 
micronuclei but non significant increase of cell proliferation potential when compared to 
the control, still suggesting disturbed function of cell-cycle checkpoints. In a fibroblast 
cell line, the same doses of gold nanoparticles induced the slightly higher level of γ-
H2AX foci than in a control. 
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LISTA SKRAĆENICA 
 
 
TC – natrijum-(Z)-3-(5-hlor-2-((5-hlor-3-(3-sulfonatopropil)benzotiazol-2(3H)-iliden) 
metil)benzotiazol-3-ium-3-il)propan-1-sulfonat 
 
TEM – Transmission Electron Microscopy 
 
DLS – Dynamic Light Scattering 
 
UV-Vis – Ultraviolet and Visible Spectroscopy 
 
FTIR – Fourier Transform Infrared Spectroscopy 
 
ATR – Attenuated Total Reflection 
 
MN – mikronukleusi 
 
BN – binuklearne ćelije 
 
OD – optical density 
 
CBPI – cytokinesis-block proliferation index 
 
CB-MN  – citokinezis blok-mikronukleusni test 
 
BCI – binuklearni ćelijski indeks  
 
PSD  – particle size distribution 
 
PDI  – polidispersity index 
 
RET – Resonance Energy Transfer 
 
FRET – Förster Resonance Energy Transfer 
 
SERS – Surface Enhanced Raman Scattering 
 
OTDM – Optical Time Division Multiplexing 
 
DNK – dezoksiribonukleinska kiselina 
 
RNK – ribonukleinska kiselina    
 
PEG – polietilen-glikol 
 
  
TOAB – tetraoktilamonijum-bromid [CH3(CH2)7]4NBr 
 
DMEM – Dulbecco's Modified Eagle Medium 
 
DSBs – double-strand breaks 
 
FITC – fluorescein-izotiocijanat 
 
DAPI – 4',6'-diamidino-2-fenilindol  
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1 Uvod 
 
 
Interesovanje za ispitivanje reakcije tiocijanske boje na površini nanočestica zlata 
sa adsorbovanim boratnim i citratnim jonima, i sa druge strane poseban interes za 
proučavanje J-agregata, kao hibridnih struktura karakterističnih svojstava, proizilazi iz 
velike potencijalne praktične primene ovakvih struktura kod optičkih sistema [1,2] i u 
oblasti medicine [3-9]. Hibridne nanočestice koje se sastoje od jezgra plementog metala 
funkcionalizovanog omotačem koga čini organska boja su poznate zbog svojih neobičnih 
optičkih svojstava, uključujući ultrabrze indukovane transparencije, nelinearno ponašanje, 
Fano rezonancije sa asimetričnim oblikom linije rasejanja i pojačano fotoindukovano 
razdvajanje naelektrisanja [1,10-15]. Pošto su cijanske boje jako fluorescentne [16], 
merenje fluorescentnih svojstava agregata čestica-boja može dati važan uvid za 
razumevanje molekulskih interakcija i reaktivnosti u ovakvim sistemima. Za ovakve 
hibridne strukture su karakteristični fenomeni kao što su gašenje fluorescencije boje [17], 
a fluorescentno obeležavanje je u širokoj upotrebi u medicinskoj dijagnostici [7] gde se 
koristi da bi se lokalizovale nanočestice ili simuliralo otpuštanje lekova. Interakcije sa 
pojačanim optičkim poljima [1] i nelinearna svojstva [2] ih čine pogodnim i za 
dizajniranje sistema za konvertovanje solarne energije, za primene u molekularnoj 
optoelektronici i kod sistema zasnovanih na senzorima. Poznato je da cijanske boje 
različitih struktura mogu formirati J-agregate u prisustvu molekula proteina, površinski 
aktivnih jedinjenja, polimera, metalnih jona i nanočestica [18-26]. Ovakvi agregati imaju 
usku apsorpcionu traku, pomerenu ka crvenoj oblasti i visoke apsorbancije i 
polarizabilnosti u odnosu na traku monomerne vrste [2], pa zbog svojih ultrabrzih i 
nelinearnih optičkih svojstava, nalaze primenu u optičkoj opremi u telekominukacionim 
mrežama [27,28]. Poznato je da se ovi sistemi koriste i da bi promenili elektrodni 
potencijal određenih materijala, indukujući elektronski transport i povećavajući 
osetljivost slojeva na svetlost He-Ne lasera [29]. J-agregati mogu povećati efikasnost 
fotogalvanske ćelije [30], a veoma je važna i njihova uloga u povećanju spektralne 
osetljivosti fotografskih emulzija AgCl [31] ili AgBr [32]. Sve je veći interes za 
ispitivanje samo-organizovanja ovakvih molekula posredstvom nanočestica u  smislu 
njihove nove primene kao hemijskih senzora [33-35], u katalizi [36,37], prenosu lekova 
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[6], nanoelektronici [38] i medicinskoj dijagnostici [8,9]. Jednostavna sinteza, kao i 
dobra otpornost ovih nanomaterijala u kombinaciji sa jakom, ultrabrzom prirodom 
polarizacionog kuplovanja [1], čini ih pogodnim za korišćenje u optičkim uređajima, pri 
čemu su optičke karakteristike boje na ovaj način modulirane i poboljšane. 
Koloidne čestice zlata se mogu vezati za mnoge biološke molekule kao što su 
antitela, lektini, antigeni, glikani, nukleinske kiseline [39] i receptori. Poznato je 
korišćenje nanočestica zlata u nanomedicini, u oblasti dijagnostike i terapije [3-5], kao i u 
biološkim istraživanjima u kojima su koloidno zlato i njegovi različiti derivati među 
najčešće korišćenim kontrasnim agensima kod elektronske mikroskopije [40-43]. 
Nanočestice zlata su ispitivane i kao nosioci lekova [44], za detekciju lokacije tumora 
[45] i kao termalni konvertori bliske infracrvene svetlosti za fototermalno oštećenje 
tumora [46,47]. Zbog sličnosti nanočestica zlata po veličini sa biološkim materijalom, 
kao što su ćelijske komponente i proteini, može doći do neželjenog ulaska u ćeliju što 
može štetno uticati na normalno funkcionisanje ćelije [48]. Efekat direktnog ulaska 
nanočestica u ćeliju se može potvrditi ispitivanjem limfocita pri izlaganju nanočesticama 
zlata [49]. S druge strane, pošto je koža prva barijera pri izlaganju faktorima životne 
sredine koja sadrži nanočestice, od velikog je interesa ispitati genotoksične efekte 
nanočestica zlata u zavisnosti od njihove veličine, koncentracije i karakteristika površine 
na humanim dermalnim fibroblastima iz primarnih kultura ćelija. Nanočestice zlata, zbog 
svoje biokompatibilnosti i ispoljavanja jedinstvenih strukturnih, elektronskih, magnetnih, 
optičkih i katalitičkih svojstava imaju i važnu analitičku primenu u oblasti genosenzora 
[50-52], elektrohemijskih imunosenzora [53-58], elektrokatalitičkih senzora [59-67] i 
enzimskih biosenzora [68-74], a s druge strane poznata je i njihova primena u kozmetici 
[75].  
Zbog svega ovoga, veoma je važno razumeti hemiju interakcije na površini 
nanočestica zlata različitih veličina, sa negativno naelektrisanom TC bojom (natrijum-
(Z)-3-(5-hlor-2-((5-hlor-3-(3-sulfonatopropil)benzotiazol-2(3H)-iliden)metil)benzotiazol 
-3-ium-3-il)propan-1-sulfonat), koja do sada nije detaljnije ispitivana. Cilj ovog rada je 
bio da se, uz korišćenje različitih eksperimentalnih tehnika, poređenjem eksperimentalno 
dobijenih rezultatata za procenat gašenja fluorescencije TC boje u prisustvu 
sintetizovanih koloida zlata sa teorijski izračunatim procentom gašenja fluorescencije TC 
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za monoslojnu površinsku pokrivenost nanočestice, predvidi najverovatnija moguća 
orijentacija molekula TC boje na površini nanočestica zlata, kao i određivanje parametara 
adsorpcije. Iako je u literaturi opisana J-agregacija cijanskih boja različitih struktura na 
površini nanočestica zlata i srebra [12,76-78] i praćeno formiranje ekscitona kod J-
agregata nekih tiocijanskih boja u rastvoru u prisustvu različitih soli [79] kao i 
porfirinske (cijanske) boje na površini proteina [80], do sada nisu bila izvedena kinetička 
ispitivanja J-agregacije na sistemima koji se sastoje od hibridne metalne nanočestice i 
organske boje, pa kinetika i mehanizam u ovakvim sistemima nisu u potpunosti 
razjašnjeni. Iz tog razloga je cilj našeg rada bio i proučavanje procesa formiranja J-
agregata dobijenih samo u slučaju najmanjih sintetizovanih nanočestica zlata, C6, kao i 
ispitivanje mehanizma i kinetike J-agregacije. Imajući u vidu i činjenicu da uticaj 
nanočestica zlata na ćeliju još uvek nije dovoljno ispitan, cilj ovog rada je i davanje 
dodatnih informacija u ovom polju istraživanja, u smislu ispitivanja genotoksičnosti 
nanočestica zlata različite veličine, karakteristika površine i koncentracije u dva in vitro 
model sistema humanih ćelija, limfocitima i fibroblastima. 
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2 Opšti deo 
 
2.1 Nanočestice zlata 
 
2.1.1 Koloidne disperzije metala i struktura koloidne čestice  
 
Nanočestice su korišćene još od davnih vremena, kada se slučajno došlo do 
njihove sinteze. Tako su još od starog veka poznati Damaski čelik (engl. Damascus steel) 
koji sadrži ugljenične nanocevi i koji se koristio za izradu veoma oštrih mačeva, kao i 
čuvene čaše-pehari (engl. Glass Lycurgus Cup) koje sadrže nanočestice zlata i srebra, i 
imaju jedinstvenu boju [81-83].  
Nanočestice zlata predstavljaju idealne model-sisteme za ispitivanje fizičkih 
svojstava metalnih čestica nanometarskih dimenzija usled čega su i najčešće korišćene 
strukture u različitim oblastima nanotehnologije. Odlikuju se izuzetnom hemijskom 
stabilnošću i imaju rezonanciju površinskog plazmona u vidljivoj oblasti 
elektromagnetnog zračenja.  
Izraz koloid je u hemiju uveo engleski naučnik Thomas Graham, i potiče od 
grčke reči kόlla koja znači lepak (tradicionalno je bio sol). Nasuprot pravim rastvorima 
koji su homogeni, koloidi ili koloidne disperzije predstavljaju hetereogene sisteme gde je 
jedna komponeneta - disperzna faza, koja može biti gas, tečnost ili čvrsta supstanca, 
raspršena-dispergovana u drugoj fazi – disperzionom sredstvu, pri čemu je ta faza u 
višku i takođe može biti u sva tri agregatna stanja. Veličina čestica koje sačinjavaju 
dispergovanu fazu unutar koloida varira od 1 nm do 100 nm (kada je prečnik <1nm to je 
pravi rastvor, a suspenzija kada je prečnik >100 nm). Neki primeri koloidno-disperznih 
sistema su dati u Tabeli 1. 
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Tabela 1. Podela koloidnih sistema 
 
Koloidno-disperzni sistemi 
Disperzna faza Disperzno sredstvo Primer 
gas 
gas 
tečnost 
čvrsta supstanca 
nemoguć (homogen sistem) 
pena 
vazduh u mineralima 
tečnost 
gas 
tečnost 
čvrsta supstanca 
tečni aerosol (magla, kiša) 
emulzija (mleko, majonez) 
gel (džem) 
čvrsta 
supstanca 
gas 
tečnost 
čvrsta supstanca 
čvrsti aerosol (dim, prašina) 
sol (mastilo, krv) 
koloidno zlato u staklu 
 
 
Prema obliku dispergovanih čestica disperzni sistemi se mogu podeliti na 
korpuskularno disperzne sisteme (čestice približno sfernog oblika), laminarno disperzne 
sisteme (čestice u obliku lamela i tankih listića) i fibrilarno disperzne sisteme (čestice u 
obliku štapića i vlakana). Prema solvataciji tj. prema afinitetu dispergovanih čestica 
prema disperznom sredstvu koloidi se mogu podeliti na liofilne (hidrofilne) koji pokazuju 
afinitet prema disperzionom sredstvu i obavijeni su molekulima rastvarača (vode) i 
liofobne (hidrofobne) koji ne pokazuju afinitet prema disperzionom sredstvu. Prema 
strukturi koloidi se mogu podeliti na gelove (koherentni sistemi) i solove (nekoherentni 
sistemi) u koje se ubrajaju koloidne disperzije, makromolekulski koloidi i 
makromolekulski asocijati.  
Nanočestica se sastoji od elementarnog jezgra okruženog dvostrukim difuznim 
slojem jona, Slika 1.  
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Slika 1. Struktura koloidne čestice (levo) i detaljan prikaz liofobne koloidne čestice 
(desno) 
 
Kod liofobnih (hidrofobnih) koloidnih sistema karakteristično je da postoji slabo 
uzajamno delovanje između dispergovane komponente i disperznog sredstva, odnosno 
između dispergovanih čestica i vode. Dispergovane čestice vezuju molekule disperzne 
sredine (vode) u veoma malom stepenu. Takvi sistemi su koloidni rastvori metala (npr. 
Au, Ag, Cu, Fe, i dr.), nemetali (S, P), oksidi i hidroksidi (V2O5, Cr2O3, WO3, MoO3, 
SiO2, Fe(OH)3, Al(OH)3), sulfidi (As2S3, Sb2S3, CuS, HgS) i soli (AgJ, AgBr). Pritom, 
disperzno sredstvo nije rastvarač za dispergovanu komponentu, pa se lako talože i 
ireverzibilni su. Liofobni koloidi imaju i viskoznost i površinski napon sličan vrednostima 
disperzne sredine i vide se pod optičkim mikroskopom. Stabilnost ovih solova zavisi od 
naelektrisanja koloidnih čestica, koje se u električnom polju jednosmerne struje kreću 
prema odgovarajućoj elektrodi.  
Liofobna koloidna čestica (micela - agregacioni koloid, tj. agregat molekula 
surfaktanta dispergovan u koloidnom rastvoru) sastoji se od jezgra koloidne čestice i 
dvojnog električnog sloja. Veliki broj molekula ili atoma gradi jezgro kristalne strukture 
koje je elektroneutralno. Zbog velike površinske energije jezgra, koloidna čestica postiže 
stabilnost adsorpcijom jona iz rastvora, tj. smanjenjem ove energije. Prvo se adsorbuju ili 
istoimeni ili izomorfni joni sa jonima jezgra (pravilo rasta kristala). Ovi joni su hemijski 
adsorbovani (nesolvatisani) i zovu se i specifično adsorbovani joni, a pošto određuju 
potencijal i znak naelektrisanja koloidne čestice zovu se i potencijalodređujući. Oni dalje 
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privlače elektrostatičkim silama suprotno naelektrisane jone prisutne u koloidnom 
rastvoru, koji se fizički adsorbuju preko hemijski adsorbovanih, i delimično su ili potpuno 
solvatisani. Hemisorbovani joni i prvi sloj fizički adsorbovanih jona čine tzv. adsorpcioni 
sloj, koji je čvrsto vezan za jezgro (Stern-ov sloj). Pošto se kontra-joni adsorbuju toliko 
da je koloidna čestica (micela) u celini neutralna ostali kontra-joni se nalaze u difuznom 
sloju (Gouy-ov sloj, Gouy-Chapman-ov sloj), gde su pokretljiviji i podležu difuziji, a 
koncentracija im eksponencijalno opada sa porastom rastojanja od jezgra. Njihov broj u 
adsorpcionom sloju je manji od broja hemisorbovanih jona tako da naelektrisanje u 
adsorpcionom sloju nije kompenzovano. Adsorpcioni i difuzni sloj čine dvojni električni 
sloj (Slika 1). 
Zbog neravnomerne raspodele jona i dipola rastvarača u dvostrukom 
dielektričnom sloju postoji određen pad potencijala, jednak zbiru pada potencijala kroz 
dva navedena sloja, a koji čini potencijal dvojnog električnog sloja. Pad potencijala kroz 
adsorpcioni sloj je linearan, a kroz difuzni eksponencijalan i vrednosti tih potencijala se 
ne mogu eksperimentalno određivati. Deo micele koji se sastoji od jezgra i adsorpcionog 
sloja je granula. Kada se micela nađe u električnom polju dolazi do kretanja granule 
prema određenoj elektrodi (suprotno naelektrisanoj od granule), a kontra-jona difuznog 
sloja prema drugoj elektrodi. Međutim, raslojavanje micele se ne odigrava na granici 
adsorpcionog sloja već na tzv. hidrodinamičkoj ravni smicanja (klizna ravan). To je 
zamišljena ravan koja razdvaja granulu i solvatni (hidratni) sloj kontra-jona iz 
adsorpcionog sloja od preostalog dela difuznog sloja. Pad potencijala na ovoj ravni je 
elektrokinetički ili zeta-potencijal (ζ), Slika 2, i njegova vrednost se može odrediti 
eksperimentalno [84,85].  
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Slika 2. Struktura liofobne koloidne čestice i zeta potencijal (ζ) nanočestice 
 
U liofobnom solu sve čestice (micele) su iste strukture, pa se odbijaju svojim 
difuznim slojevima što obezbeđuje stabilnost sola. Liofobni koloid je stabilan dok postoji 
dvojni električni sloj, odnosno kad je ζ≠0.  
Pri nekoj koncentraciji elektrolita u rastvoru može da dođe do potpunog prelaska 
svih kontra-jona iz difuznog sloja u adsorpcioni. Difuzni sloj tada prestaje da postoji, 
granula postaje elektroneutralna, a elektrokinetički potencijal jednak nuli. Ovakvo stanje 
koloidnih solova je izoelektrično stanje. Koloidni sol je u izoelektričnom stanju 
nestabilan, pa se jezgra, odnosno granule spajaju u agregate koji se dalje pod dejstvom 
sile zemljine teže talože (npr. AgI). 
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2.1.2 Optičke karakteristike metalnih nanočestica 
 
Koloidni sistemi su definisani isključivo veličinom dispergovane faze a ne 
prirodom (agregatnim stanjem) disperzione sredine i dispergovane faze. Kada se osvetle, 
koloidni rastvori u kojima je veličina čestice 1-100 nm pokazuju Tyndall-ov efekat, 
odnosno rasejavaju svetlost, dok pravi rastvori nemaju ova svojstva  (Slika 3 (a)).  
 
             
 (a) (b) 
Slika 3. Tyndall-ov efekat: poređenje pravog rastvora i koloida (a); primer iz prirode – 
boja neba (b) 
 
Primer kako se procesom sinteze materijala nanometarskih dimenzija mogu dobiti 
neka nova svojstva, Rimljani su otkrili još pre više od 2000 godina. Oni su pronašli da se 
dodavanjem staklu vrlo malih količina zlata u obliku soli, postiže tamno crvena boja, 
ukoliko se staklo na odgovarajući način termički obradi. Do obojenja dolazi zbog 
stvaranja nanočestica metala koje apsorbuju svetlost u vidljivom delu spektra. Prema 
tome, interesovanje za optička svojstva nanočestica metala datira još iz tog vremena, a 
neki primeri su prikazani na Slici 4. 
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Slika 4. Rezonancije plazmona u metalima; vitraži na katedrali Notre Dame u Parizu 
(desno), koji sadrže  nanočestice zlata, veličine 10-100 nm 
  
Koloidne čestice sadrže prosečno 103 – 109 atoma, a koloidni rastvori čestica 
nanometraske veličine imaju specifičnu površinu od nekoliko stotina kvadratnih metara. 
Prisutvo ovako velike površine omogućava da se hemijske reakcije na površinama mogu 
izučavati u rastvorima. Procesi adsorpcije na koloidnim česticama metala se manifestuju 
optičkim promenama, pa se za njihovo izučavanje mogu koristiti jednostavne 
spektrofotometrijske metode. Izučavanje ovih nanometarskih i subnanometarskih veličina 
čestica u vodenim rastvorima je komplementarno izučavanju klastera u molekulskim 
snopovima u vakuumu, na čvrstim podlogama i u zamrznutim matricama.  
Kod nanočestica, usled njihovih malih veličina, značajan deo ukupnog broja 
atoma nalazi se na površinama čestica. Površinski atomi, zbog svog položaja, imaju 
drugačija svojstva od atoma u unutrašnjosti čestice, usled čega nanočestice ispoljavaju 
drugačija svojstva od makroskopskih kristala. Specifične karakteristike površinskih 
atoma najčešće su posledica njihove koordinacije manjim brojem susednih atoma nego 
što je uobičajeno za kristalnu rešetku date supstance. S obzirom da broj površinskih 
atoma u odnosu na ukupan broj atoma raste sa smanjenjem dimenzija nanočestica, uticaj 
površine na svojstva nanostruktura biće izraženiji što su čestice manje. Kao posledica 
velikog broja površinskih atoma, za nanočestice su karakteristične i velike vrednosti 
površinske energije koja povećava nestabilnost ovih sistema i čestice teže da spajanjem tj. 
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aglomeracijom, pod dejstvom privlačnih van der Waals-ovih sila, pređu u stabilnije 
stanje. Agregacija ovih čestica se može zaustaviti dvostrukim električnim slojem koji se 
formira oko čestica ili upotrebom površinski aktivnih supstanci koje formiraju zaštitni 
sloj adsorbovan na površini nanočestica. 
Veličina nanočestica metala je još jedna važna karakteristika ovih sistema, 
posebno kada su dimenzije nanočestica duž određenog pravca manje od De Broglie-evih 
talasnih dužina elektrona [86]. Zbog toga će kretanje naelektrisanja biti ograničeno 
dimenzijama nanočestica što će dovesti do kvantnih efekata veličine čestica na njihova 
optička, električna, magnetna i druga svojstva. Naime, pri veličinama čestica manjim od 2 
nm svojstva ovih struktura, usled izraženih kvantnih efekata, postaju sličnija 
karakteristikama atoma ili molekula, dok su pri veličinama čestica većim od 100 nm, 
svojstva velikog broja materijala ista kao i u slučaju makroskopskih kristala. 
Pored ovoga nanočestice metala karakteriše prisustvo velikog broja slobodnih 
elektrona, koje omogućava njihove kolektivne oscilacije (plazmonske oscilacije) pri 
interakciji sa elektromagnetnim zračenjem ograničene na površinu čestica. Pobude 
plazmona iz površine metalnih čestica koje dovode do koherentnog oscilovanja 
površinskih elektrona su rezonancije površinskog plazmona [87]. Kada se frekvencija 
elektromegnetnog polja nađe u rezonanciji sa koherentnim kretanjem elektrona, javlja se 
intenzivna apsorpcija u spektru, odakle potiče intenzivno obojenje koloidnih rastvora. 
Plazmonske oscilacije sfere i razdvajanje elektronskog oblaka od nukleusa pod dejstvom 
spoljašnjeg polja [88] shematski su prikazani na Slici 5. Centar naelektrisanja oblaka 
slobodnih elektrona u metalnoj čestici, pod dejstvom spoljašnjeg polja menja svoj položaj 
u odnosu na jezgra atoma. U tom slučaju, javlja se Coulomb-ova interakcija između 
elektrona i jezgra, koja dovodi do oscilovanja elektronskog oblaka u odnosu na osnovni 
položaj, Slika 5.  
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Slika 5. Prikaz plazmonskih oscilacija sfere i razdvajanja elektronskog oblaka od 
nukleusa pod dejstvom spoljašnjeg polja [88] 
 
Zbog ove interakcije, apsoprcioni spektri elektromagnetnog zračenja metalnih 
nanočestica [87] odlikuju se karakterističnim apsorpcionim trakama čiji broj, položaj i 
širina zavise od njihovih geometrijskih karakteristika i veličine, koncentracije slobodnih 
elektrona, distribucije naelektrisanja u kristalu, dielektrične konstante metala i sredine u 
kojoj se čestice nalaze [89-91]. Kod kompaktnih materijala nije prisutan apsorpcioni pik 
karakterističan za nanočestice metala.  
Zavisnost optičkih/elektronskih svojstava od veličine čestica su ispitavali 
Henglein [92] i Kreibig [93]
 
sa saradnicima. Tako kod sfernih čestica, sa povećanjem 
veličine čestica raste širina apsorpcionog pika. S druge strane, smanjenje elektronske 
gustine u metalnim česticama dovodi do širenja i pomeranja apsorpcionog pika ka 
crvenom delu spektra, dok povećanje gustine slobodnih elektrona, dovodi do sužavanja i 
pomeranja apsorpcionog pika ka plavom delu spektra kao i povećanja apsorpcionog 
maksimuma [94]. Do širenja i smanjenja intenziteta plazmonskog pika uz pomeraj ka 
većim talasnim dužinama dolazi i sa povišenjem temperature, što je opisao Doremus sa 
saradnicima koristeći nanočestice zlata veličine 12 nm u staklenom matriksu [95], dok su 
kod većih nanočestica ove promene manje izražene. Pored toga, poznato je i da se 
električna i optička svojstva nanočestica zlata koriste kod integrisanja sistema zasnovanih 
na nanočesticama zlata i holesterol oksidazi, koji imaju primenu za detekciju holesterola 
[96].   
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Razvoj različitih metoda sinteze je omogućio i kontrolu drugih parametara 
nanočestica, koji često mnogo više, utiču na optičke karakteristike nego sama veličina 
čestica [88,97-99]. To su oblik [88], polidisperznost [100], površinska modifikacija [88], 
promena elektronske gustine [101] i geometrijska uređenost nanočestica [102,103]. 
Efekat obojenja koloidnih rastvora metala je, sredinom 19. veka podstakao 
Faraday-a
 
[104] da ispituje njegovo poreklo, dok je ovaj fenomen tek 1908. godine 
objasnio Mie [105]. Rešavajući Maxwell-ove jednačine apsorpcije i rasejanja 
elektromagnetnih talasa na sfernim česticama metala, Mie je razvio teoriju prema kojoj 
fizičko objašnjenje porekla jake apsorpcije svetlosti metalnih nanočestica potiče od 
koherentnih oscilacija provodnih elektrona usled interakcije sfernih čestica sa 
elektromagnetnim poljem. Njegova teorija se zasniva na proračunu apsorpcionog spektra 
čestica poznatih dielektričnih svojstava i veličina manjih od talasne dužine upadne 
svetlosti u sredini poznate dielektrične konstante. Kompletnije objašnjenje optičkih 
karakteristika metalnih nanočestica u zavisnosti od njihove veličine i okruženja u kome se 
nalaze, se može dobiti kombinacijom Mie-teorije [105] apsorpcije metalnih čestica sa 
Drude-ovim modelom slobodnih elektrona [87,106]. Drude-ov model slobodnih 
elektrona je najčešće korišćen model koji objašnjava ponašanje provodnih elektrona u 
metalu. Prema ovom modelu metalnog stanja, provodni elektroni se tretiraju nezavisno 
od trodimenzionalne rešetke metalnih jona, krećući se slobodno u elektronskom gasu 
unutar rešetke jona koji predstavljaju centre rasejanja. Tako se kombinacijom ova dva 
modela, uz određene aproksimacije, može odrediti položaj plazmonskog pika sfernih 
čestica u zavisnosti od gustine elektrona u česticama i indeksa refrakcije sredine u kojoj 
se čestice nalaze i izračunati talasna dužina maksimalne apsorpcije sfernih čestica [95]. 
Kada su metalne nanočestice prekrivene tankim dielektričnim slojem (molekuli 
surfaktanta), dolazi do pomeranja plazmonskog pika čestica ka nižim frekvencijama, pa 
se u ovom slučaju može izračunati aproksimativna talasna dužina površinskog plazmona 
čestica. Pritom, pomeraj plazmonskog pika ka većim talasnim dužinama zavisi od 
debljine dielektričnog sloja.  
Pored veličine čestica i sredine u kojoj se one nalaze i oblik čestica značajno utiče 
na promene u apsorpcionom spektru. Geometrija nanočestica određuje poziciju, broj i 
izgled pikova u apsorpcionom spektru [107]. Sa smanjenjem simetrije nanočestica, 
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uglavnom raste broj plazmonskih pikova u apsorpcionom spektru. Sa povećanjem 
dimenzije čestice duž jedne od osa plazmonski pik se deli na dva pika [108] i sa daljim 
porastom veličine čestice, raste energetska razlika između rezonantnih frekvencija ovih 
pikova [89-91]. Tako na primer, kod nanoštapića [109,110] u apsorpcionom spektru 
visokoenergetski - transverzalni pik, odgovara oscilacijama elektrona normalno na 
glavnu osu čestice, dok longitudinalni apsorpcioni pik, niže energije, nastaje usled 
oscilacija elektrona duž glavne ose, Slika 6. 
 
 
.
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 6. Prikaz interakcije elektromagnetne radijacije sa metalnom nanosferom, pri čemu 
se indukuje dipol koji osciluje u fazi sa električnim poljem upadne svetlosti (a); shematski 
prikaz transverzalnih i longitudinalnih oscilacija elektrona u nanoštapićima [109,110], 
pod dejstvom spoljašnjeg polja [111] (b)  
 
 Pored Drude-ovog modela savremena teorija koristi model valentnih i provodnih 
traka, po kojem umesto diskretnih energija, kao u slučaju slobodnih atoma, dostupna 
energetska stanja formiraju trake. Najviša popunjena traka je nazvana valentnom, dok je 
najniža nepopunjena traka iznad valentne provodna, i samo elektroni koji se nalaze u njoj 
učestvuju u provodljivosti. Što je veća razlika u energiji između valentne i provodne  
trake manje je verovatno da će se elektroni naći u provodnoj traci, jer nemaju dovoljno 
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energije da bi prešli iz valentne u ovu traku. Kod metala, za razliku od poluprovodnika i 
izolatora nema razlike u energiji između valentne i provodne trake tj. one se preklapaju. 
Tako se valentni elektroni konstantno nalaze između ove dve trake i oni su 
delokalizovani, što ih čini odličnim provodnicima. Važan parametar u teoriji traka je 
Fermi-jev nivo – najviši dostupni energetski nivo elektrona na niskoj temperturi tj. 
najviša popunjena molekulska orbitala u valentnoj traci na 0 K. Pozicija Fermi-jevog 
nivoa u odnosu na provodnu traku je ključni faktor u određivanju električnih svojstava. 
Kod metala je Fermi-jev nivo poslednji popunjen nivo u provodnoj zoni. Na apsolutnoj 
nuli svi nivoi ispod Fermi-jevog su popunjeni elektronima a svi nivoi iznad njega su 
slobodni. Koncentracija elektronskog gasa u metalu je po redu veličine jednaka broju 
stanja u provodnoj zoni, a raspodela elektrona po stanjima se opisuje kvantnom Fermi-
Dirac-ovom statistikom. Koncentracija elektrona takvog gasa praktično ne zavisi od 
temperature.  
 
2.1.3 Sinteza nanočestica zlata 
 
Razlog za široku upotrebu ovih čestica je i veliki broj razvijenih procedura za 
njihovo dobijanje, a sada je poznato da se pri sintezi metalnih nanočestica u izvesnom 
stepenu može kontrolisati i njihov oblik [112,113]. Tako se mogu dobiti različite 
nanostrukture zlata kao što su nanožice [114], nanocevi [115,116], nanoštapići 
[109,110], nanodiskovi [117], i drugi oblici kao što je račvast [118], planarni trouglast i 
šestougaoni oblik [119] i prizmatičan [120].   
 Generalno, naočestice zlata se dobijaju u rastvoru i to najčešće redukcijom 
tetrahloroauratne(III) kiseline, HAuCl4, ili kalijum-tetrahloroaurata(III), KAuCl4. Nakon 
rastvaranja HAuCl4 ili KAuCl4, u rastvor koji se brzo meša dodaje se redukujući agens 
pri čemu se Au3+ joni redukuju do neutralnih atoma zlata. Najčešće korišćena redukciona 
sredstva su natrijum-borhidrid, NaBH4 (ili KBH4) i citratni joni [121,122], a u literaturi je 
opisana i sinteza nanočestica zlata u prisustvu različitih aminokiselina [123-129], dok se 
neke od njih, kao što su triptofan, tirozin i asparaginska kiselina koriste kao redukujući 
agensi. Pritom se, da bi se sprečila agregacija čestica, u rastvor često dodaje stabilizujući 
agens [130] koji se adsorbuje na površini nanočestice. Pored toga, poznato je da se 
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nanočestice zlata mogu dobiti i biosintezom iz gljiva [131]. Nanočestice zlata mogu biti 
funkcionalizovane različitim organskim ligandima pri čemu se formiraju organsko-
neorganski hibridi sa poboljšanom funkcionalnošću [132]. 
 Turkewich-ev metod [133,134] je najjednostavniji metod sinteze nanočestica 
zlata, predložen 1951. god., koji je kasnije usavršen od strane G. Frens-a 1970. god. 
[135,136]. Uključuje reakciju male količine zagrejane tetrahloroauratne(III) kiseline, 
HAuCl4, sa malim količinama rastvora natrijum-citrata. U toku formiranja koloidnog 
zlata citratni joni imaju ulogu redukcionog sredstva i stabilizatora koji formira zaštitni 
sloj adsorbovan direktno na površini nanočestica. Ova metoda se uglavnom koristi za 
dobijanje umereno monodisperznih sfernih nanočestica zlata suspendovanih u vodi, 
prečnika 10-20 nm. Smanjenjem količine natrijum-citrata se smanjuje i količina citratnih 
jona koja je dostupna za stabilizaciju čestica, što ima za posledicu agregaciju manjih 
čestica u veće pa tako i gubitak monodisperznosti i oblika. Rast čestica se nastavlja sve 
dok celokupna površina svih čestica ne postane dovoljno mala da bi bila prekrivena 
postojećim citratnim jonima. Otkriveno je i da se kao prelazni (kratkotrajni) intermedijer 
u Turkewich reakciji formira nanostrukturna mreža oblika nanožica [114], i upravo su 
ove nanožice razlog zašto pri sintezi koloida zlata reakcioni rastvor najpre dobije tamno, 
skoro crno, obojenje a tek onda boja rastvora prelazi u rubin-crvenu [137]. 
 Redukcija Au
3+
 natrijum-borhidridom, kao jakim redukcionim sredstvom, se 
odigrava brzo i dobijaju se čestice manjih veličina, na čijoj površini su adsorbovani 
boratni joni koji mogu da hidrolizuju, pa su često ove koloidne disperzije nestabilne. 
Kada se koristi ovako jako redukciono sredstvo veliki uticaj na krajnju distribuciju 
veličina čestica ima proces aglomeracije veoma malih čestica formiranih na početku 
reakcije [138,139]. S druge strane, redukcija trinatrijum-citratom, kao slabijim 
redukcionim sredstvom, je sporija i dobijaju se čestice većih dimenzija. Pritom citratni 
jon istovremeno i stabilizuje čestice zlata u toku njihovog formiranja i dobija se široka 
distribucija veličina čestica. Nakon hemijske redukcije jona zlata, formirani atomi zlata se 
spajaju dajući klastere. Klasteri reaguju sa zaostalim atomima metala formirajući 
nukleuse koji rastu do kritične veličine, formirajući stabilne čestice. Prva faza reakcije, 
kada se formira najveći broj nukleusa, ima odlučujući uticaj na krajnju veličinu čestica. 
Drugi važni momenat reakcije je, kada se pored rasta već postojećih nukleusa formiraju 
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novi, doprinoseći većoj polidisperznosti sistema. Polidisperznost sistema se može 
smanjiti u toku procesa rekristalizacije, tzv. Ostwald-ovog ukrupnjavanja. Korišćenjem 
ove dve metode redukcije Au
3+
 mogu se sintetizovati čestice širokog opsega veličina, što 
je veoma pogodno za dalja ispitivanja na njima. 
Brust i Schiffrin su početkom devedesetih godina prošlog veka otkrili metodu za 
sintezu nanočestica zlata u organskim rastvorima koji su nemešljivi sa vodom (npr. 
toluen), nazvan Brust metod [130]. On uključuje reakciju u toluenu 
tetrahloroauratne(III) kiseline sa tetraoktilamonijum-bromidom (TOAB, 
[CH3(CH2)7]4NBr) kao površinski aktivnom supstancom-surfaktantom i natrijum-
borhidridom kao redukujućim agensom. Pritom se dobijaju čestice veličine 5-6 nm [140]. 
Osim što ima stabilizujuće dejstvo, TOAB se ponaša i kao katalizator faznog transfera. 
On se ne vezuje jako za nanočestice zlata, tako da se u rastvoru javlja agregacija koja se 
odvija postepeno tokom dve nedelje. Da bi se ovo sprečilo može se dodati jači vezujući 
agens kao što je tiol (alkil-tiol), koji će se vezati za zlato, dajući stabilniji rastvor. 
Nanočestice zlata zaštićene alkil-tiolima mogu biti staložene i onda ponovo ratvorene. 
Deo površinski aktivne supstance (reagensa faznog transfera) može ostati vezan za 
prečišćene čestice, što može da utiče na fizička svojstva kao što je rastvorljivost. Da bi se 
uklonilo što je više moguće ovog agensa, nanočestice se moraju dalje prečišćavati 
Soxhlet-ovom ekstrakcijom.     
Kod Perrault-ove metode, koju su otkrili Perrault i Chan 2009. god. [141], za 
redukciju HAuCl4 u vodenom rastvoru koji sadrži zasejane nanočestice zlata (najčešće 
dobijene citratnom metodom) se koristi hidrohinon. Ovakav način sinteze je sličan metodi 
korišćenoj za razvijanje fotografskog filma, u kojem zrna srebra koja se nalaze u samom 
filmu rastu dodatkom redukovanog srebra na njihovu površinu. Na sličan način, 
nanočestice zlata u konjukciji sa hidrohinonom mogu katalizovati redukciju jona zlata na 
njihovoj površini. Prisustvo stabilizatora, kao što je citrat rezultuje u kontrolisanom rastu 
čestica. Ovaj metod je komplementaran sa Frens metodom [135,136] jer proširuje opseg 
veličina monodisperznih sfernih čestica koje se mogu dobiti. Dok je Frens-ova metoda 
idealna za sintezu čestica veličine 12-20 nm, ovom metodom se mogu dobiti čestice u 
opsegu 30-250 nm.     
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Nanočestice zlata se mogu dobiti i sonolizom, redukcijom izazvanom 
ultarzvukom [142,143]. Tako npr., pri reakciji vodenog rastvora HAuCl4 sa glukozom, 
redukujući agensi su hidroksil-radikali i radikali dobijeni pirolizom šećera, a dobija se 
oblik nanotraka širine 30-50 nm i dužine nekoliko mikrometara [143]. Ove trake su 
veoma fleksibilne i mogu se saviti za ugao veći od 90°. Ukoliko se glukoza zameni 
ciklodekstrinom (oligomer glukoze) dobijaju se samo sferne nanočestice zlata što 
ukazuje da je glukoza esencijalna u dirigovanju morfologije za dobijanje trakastog oblika.    
 Poznata je fotohemijska-laserska sinteza nanočestica zlata redukcijom HAuCl4 u 
mikroemulzijama [144], kontrolisanim hemijskim redukcijama [145,146], kombinacijom 
procesa uklanjanja (depozicije)/taloženja [147] i hemijskom redukcijom u 
mikrohetrogenim sistemima [148]. 
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2.2 Cijanske boje 
 
2.2.1 Struktura i karakteristike cijanskih boja 
 
Cijanske boje su organska jedinjenja koja imaju intenzivnu apsorpciju u vidljivoj 
oblasti, a u obliku monomera i agregata su jako fluorescentna, i u rastvoru i u uređenoj 
sredini [16,25,26,149]. Ova jedinjena, čija je opšta struktura prikazana na Shemi 1, su od 
velikog interesa, i sa stanovišta nauke i u praktičnom smislu.  
 
 
Shema 1. Opšta struktura cijanskih boja; oznake A-H predstavljaju vodonikove atome ili 
funkcionalnu grupu (npr. SO3H), X = S ili C(CH3)2O, R = alkil-grupa, n = 1-3 
 
Poznato je da se molekuli boje u obliku monomera adsorbuju horizontalno na 
površinu nanočestice [31], sa maksimalnom interakcijom između boje i površine 
nanočestica. Ove boje mogu da se same organizuju formirajući agregate kao što su 
dimeri, H- i J- agregati [2,150], koji se sastoje od nekoliko hiljada monomera boje. 
Fenomen J-agregacije je 1936. godine otkrio E.E. Jelley [151], pa odatle „J“ iz naziva J-
agregat. Nezavisno od njega G. Scheibe je 1937. objavio publikaciju o J-agregatima, pa 
se nekada ovi agregati po njemu nazivaju i Scheibe agregati [152]. H- i J-agregati su 
strukture (agregati) molekula boje slični polimerima, sa velikom snagom oscilacija i 
uskom, intenzivnom ekscitonskom apsorpcionom trakom, koja je u odnosu na 
karakteristične apsorpcione trake monomera boje pomerena (hipsohromno = H) ka 
plavoj oblasti (H-agregati) ili (batohromno) ka crvenoj oblasti (J-agregati).  
Koncept ekscitona je 1931. godine prvi put postavio Yakov Frenkel [153], kada 
je opisao ekscitaciju atoma u rešetki izolatora. On je predložio da pobuđeno stanje može 
da „putuje“ kroz rešetku bez transfera naelektrisanja. Tako, kada poluprovodnik 
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apsorbuje foton, elekton prelazi iz valentne u provodnu traku. Kao posledica ovoga 
ostaje pozitivno naelektrisana šupljina (pojam kojim se opisuje položaj odakle je elektron 
izmešten), koja Coulomb-ovim silama privlači elektron iz provodne trake, pri čemu 
eksciton predstavlja vezano stanje elektrona i šupljine koji se privlače Coulomb-ovim 
silama. Ovo privlačenje omogućava stabilizujući energetski balans. Pritom eksciton ima 
malo nižu energiju od nevezanog elektrona i šupljine. Elektron i šupljina mogu imati 
paralelne ili anti-paralelne spinove. Ovi spinovi se kupluju interakcijom izmene, što 
ekscitonu daje finu strukturu. Mera uticaja električnog polja na sredinu u kojoj se nalazi i 
obrnuto se opisuje dielektričnom konstantom. Ona praktično predstavlja mogućnost 
same sredine da se polarizuje pod uticajem polja i tako pojača/smanji ukupno električno 
polje ili najčešće ostane polarizovana i kada više nije pod uticajem polja. U materijalima 
sa malom vrednošću dielektrične konstante Coulomb-ova interakcija između elektrona i 
šupljine može biti jaka i tada ekscitoni teže da budu mali, istog reda veličine kao 
jedinična ćelija. Molekulski ekscitoni mogu biti potpuno lokalizovani na istom molekulu, 
kao što je to slučaj kod fulerena. Frenkel-ov eksciton ima energiju vezivanja 0,1-1 eV, a 
ovi ekscitoni su tipični kod kristalnih halogenida alkalnih metala i aromatičnih organskih 
molekula. Na Slici 7 je prikazana vremenska zavisnost unutrašnje strukture kod 
ekscitonskog transfera naelektrisanja u LiF. 
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Slika 7. Vremenska zavisnost unutrašnje strukture kod ekscitonskog transfera 
naelektrisanja u LiF, stvorenog idealizovanim tačkastim izvorom (predstavljeno 
talasastim linijama). Odsustvo značajnih strukturnih promena ukazuje da je relativno 
kretanje elektrona i šupljine zamrznuto, što ukazuje da je ovo Frenkel-ov eksciton [154]. 
Formiranje H- ili J-agregata zavisi od toga da li su molekuli spakovani tj. 
naslagani paralelno (engl. plane to plane stacking) u strukturu sličnu sendviču ili su 
poređani kao cigle u orijentaciji glava-rep (engl. end to end stacking) [2] (Slika 8 (a)).  
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Slika 8. Prikaz mogućih rasporeda molekula boje u J-agregatima: ciglasta (a), lestvičasta 
(b) i stepeničasta struktura (c). Svaki pravougaonik predstavlja konturu monomera 
molekula boje, pri čemu je (a) najverovatniji raspored molekula monomera boje u J-
agregatu [155] 
 
Pomeranje ekcitonske apsorpcione trake u plavu (H-agregati) ili crvenu (J-
agregati) oblast u odnosu na apsorpcionu traku monomera boje, se objašnjava teorijom 
kuplovanja molekulskih ekscitona tj. kuplovanjem prelaznih momenata molekula boje 
koji čine agregat, pa se tako može predvideti položaj pika trake polimera. Franck i Teller 
[156] su primetili sličnost ovakvih ekscitona sa Frenkel-ovom ekscitacijom predloženom 
za molekulske kristale. Prema ekscitonskoj teoriji molekul boje se posmatra kao tačkasti 
dipol i ekscitonsko stanje agregata boje se razdvaja na dva nivoa kroz interakciju sa 
prelaznim dipolima (Slika 9). 
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Slika 9. Prikaz odnosa rasporeda energetsih nivoa i prelaza kod hromofore i spektralnog 
pomeranja, zasnovan na molekularnoj ekscitonskoj teoriji 
 
Da bi prelaz bio dozvoljen, prelazni momenat mora biti veći od nule. Kod H-
agregata je karakterističan prelaz iz osnovnog u više stanje (S2) i tada su prelazni 
momenti orijentisani paralelno, što vodi ka hipsohromnom pomeranju (Slika 9). Prelaz iz 
osnovnog u niže stanje (S1) je karakterističan za J-agregate, pri čemu su prelazni 
momenti orijentisani pod pravim uglom, što vodi ka batohromnom pomeranju (Slika 9). 
Važno je napomenuti da ova teorija važi samo u slučaju kada je interakcija između 
orbitala sastavnih molekula zanemarljiva. 
Razliku između J- i H- agregata je opisao Yao H. sa saradnicima [157], 
pokazavši da strukturne razlike između ovih agregata utiču na njihova različita optička 
svojstva. Razlike u strukturi potiču od različitih kliznih uglova kod naslaganih molekula 
tj. uglova između duže ose (linije koja prolazi kroz centar agregata ili paralelno sa njim) i 
one koja prolazi kroz bilo koji od paralelno naslaganih molekula (ugao α na Slici 9). 
Kada su molekuli (ili hromofore) složeni paralelno, prema ekscitonskoj teoriji formiraju 
se dve nove ekscitonske trake, jedna sa višom i jedna sa nižom energijom (na većoj 
talasnoj dužini) od energetskog nivoa monomera (Slika 9), pri čemu je kod H-agregata 
niže stanje stabilnije. Prema tome, prelaz sa ekscitovanog na osnovno stanje je veoma brz 
i većina energije se gubi neradijativnim putem kao što je termalni. Zbog toga H-agregati 
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imaju veoma malu fluorescenciju, koju je regularnim tehnikama teško meriti, dok je 
Stokes-ov pomeraj [158] veliki. Kod J-agregata, dozvoljeni su prelazi samo u niža 
energetska stanja i kao posledica toga, dolazi do malog Stokes-ovog pomeraja, a 
fluorescencija je izražena u mnogo većoj meri. Iz tog razloga se, za ispitivanje dinamičkih 
procesa kod J-agregata kao metoda široko koristi fluorescentna mikroskopija. Kod J-
agregata radijativno vreme života ekscitona se povećava sa temperaturom [159] i pri 
visokim temperaturama dostiže vreme života monomera. Ovaj kooperativni emisioni 
fenomen je karakteristika superradijacije [160,161] (povećani efekat radijacije), pri čemu 
se simultano sa koherentnom emisijom agregata odigrava i emisija monomera [161]. Iako 
generalno pokazuju malu fluorescenciju, efekat superradijacije se može uočiti i kod H-
agregata molekula boje oblika nano-štapića, što je opisao Meinardi sa saradnicima [162]. 
Kod nekih boja, kao što je pseudoizocijanska boja koju je ispitivao Yao H. [157], 
moguće je da se formiraju i H- i J-agregati, pri čemu sa povećanjem koncentracije boje 
raste udeo J-agregata na račun H- agregata. 
J-agregacija je bila predmet brojnih ispitivanja izvedenih sa cijanskim bojama 
različitih struktura u rastvorima, u prisustvu soli, molekula proteina, površinski aktivnih 
supstanci (surfaktanata), polimera, metalnih jona i nanočestica [18-20]. Poznato je da J-
agregaciju cijanskih boja u prisustvu makromolekula proteina karakteriše kooperativan 
mehanizam vezivanja, sa velikim brojem vezivnih mesta koja su karakteristična za svaki 
pojedinačni sistem boja/protein [21,22]. Izvestan broj istraživanja je bio fokusiran na 
ispitivanja samo-organizovanja cijanskih boja na površini naelektrisanih polimera, pri 
čemu su bili diskutovani kinetički aspekti procesa agregacije [23,24]. Dobro je poznato 
da, dodatak metalnih jona u rastvor cijanske boje može rezultovati u formiranju J-
agregata [25,26]. Adsorpcija molekula boje na različitim površinama u smislu proučavnja 
fotofizičkih i fotohemijskih procesa je doprinela razjašnjavanju kinetike adsorpcije i 
proceni efekata dužine lanca alkil-grupa [163]. Za razliku od velikog broja isptivanja 
spektroskopskih karakteristika J-agregata, luminiscentne i nelinearne optičke 
karakteristike ovih agregata, kao i kinetika u rastvoru su bili predmet mnogo manjeg 
broja publikacija [164-168]. 
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2.2.2 Agregati cijanskih boja u prisustvu metalnih nanočestica  
 
Nekoliko istraživačkih grupa je ispitivalo formiranje hibrida J-agregata u 
prisustvu metalnih nanočestica. Formiranje J-agregata na površini koloidnih čestica 
plemenitih metala (Au i Ag), dobijenih redukcijom metalnih jona u vodenim rastvorima 
NaAuCl4 i AgNO3 sa sveže pripremljenim rastvorom NaBH4, je prvi put opisao 
Kometani sa saradnicima, koristeći negativno naelektrisanu tiocijansku boju, TC (5,5’–
disulfopropil 3,3’–dihlortiocijanska so natrijuma tj. natrijum-(Z)-3-(5-hlor-2-((5-hlor-    
3-(3-sulfonatopropil)benzotiazol-2(3H)iliden)metil)benzotiazol-3-ium-3-il)propan-1 
sulfonat, Slika 16) [12]. Druga istraživanja koja su se bavila ispitivanjem mehanizma 
formiranja ovih hibrida uključuju i rad koji je objavio Zhong sa saradnicima [76], gde je 
pokazano da pozitivno naelektrisane indolne cijanske boje formiraju J-agregate u 
prisustvu nanočestica zlata sa adsorbovanim citratnim jonima, a da do formiranja J-
agregata ne dolazi u slučaju negativno naelektrisanih i neutralnih boja. Objašnjenje koje 
je dao Zhong je da su u prvom slučaju elektrostatičke interakcije ključni faktor za 
formiranje J-agregata, ali je izveden zaključak da i druge molekulske interakcije, kao što 
su π-π interakcije između susednih molekula boje, doprinose formiranju J-agregata. 
Menéndez sa saradnicima je [169] ispitujući samo-organizovanje J-agregata pozitivno 
naelektrisane tiocijanske boje na površini nanočestica zlata sa adsorbovanim citratnim 
jonima izveo zaključak da π-π interakcije između susednih molekula boje stabilizuju 
formiranje J-agregata na površini nanočestica ali i da postoji i Au-S interakcija sa 
sumporom iz –SH grupe. Metalni hibridi nanočestica/boja mogu biti kovalentno vezani, 
kao što je lizamin vezan za Au tioetarskom grupom [17]. Osim toga, postoji klasa 
metal/boja hibrida, gde je boja u formi H-agregata vezana elektrostatičkim interakcijama 
za metalne nanočestice. Kamat i saradnici su izveli ispitivanja katjonskih rodaminskih 6G 
H-agregata na negativno naelektrisanom metalnom oksidu i na površinama Au koloidnih 
čestica [170,171]. Čestice Ag sa adsorbovanim rodaminom 6G su takođe dale 
apsorpcione trake koje su pomerene u plavu oblast i koje su karakteristične za formiranje 
H-agregata [172].  
 Ghosh sa saradnicima je opisao uticaj veličine nanočestica na formiranje J-
agregata eozina (derivat fluoresceina) na površini fotohemijski pripremljenih nanočestica 
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Au [173]. Ispitivanja apsorpcije i spektralnih karakteristika nekih cijanskih boja na 
nanočesticama zlata su otkrila da su manje čestice stimulisale J-agregaciju na površini 
metalne čestice, dok veće čestice nisu indukovale bilo kakvu vrstu agregacije [12,76,77].  
Međutim, uprkos značajnom interesovanju za ove materijale, još uvek nedostaje 
detaljno razumevanje fizičkih procesa koji određuju samo-organizovanje J-agregata 
negativno naelektrisane cijanske boje na negativno naelektrisanoj površini koloidnih 
čestica metala. Veruje se da se sposobnost boje da formira agregate na površini ovakvih 
koloidnih čestica oslanja prvenstveno na elektrostatičko privlačenje između jonskih 
molekulskih gradivnih blokova agregata i naelektrisanih koloida [76]. Na ovaj način, iako 
je koncentracija molekula boje u rastvoru previše niska da bi se formirao agregat, 
koncentracija u blizini površine naelektrisanih koloida je nekoliko redova veličine veća. 
Osim toga, zbog nedostatka kovalentnog vezivanja između molekula boje i površine 
metala omogućeno je da molekuli boje na površini nanočestica budu dovoljno pokretni 
da bi mogli da se pregrupišu i samo-organizuju u strukturu po obliku (kalupu) sličnu 
ređanju cigli kod zidanja, koja omogućava da dođe do intermolekulskog elektronskog 
kuplovanja koje je neophodno za formiranje ekscitona J-agregata.    
Kada se za pripremanje hibridnih struktura sa TC bojom koriste nanočestice Au 
sintetizovane sa NaBH4 kao redukcionim sredstvom [12,77], onda treba uzeti u obzir da 
se na površini ovih čestica nalaze adsorbovani 4)(OHB  joni [174], čineći ih negativno 
naelektrisanim, što se potvrđuje merenjem zeta potencijala. S druge strane, TC boja je, 
sama po sebi, takođe negativno naelektrisana jer ima dve sulfo-grupe (Slika 16). Prema 
tome, da bi tiocijanske boje bile elektrostatički privučene na površinu koloida, 
najverovatnije je da molekuli boje koriste parcijalno pozitivno naelektrisan sumpor iz 
tiazolnog prstena, kao što je to opisano na sličnom sistemu u radu koji su objavili 
Jeunieau i saradnici [78]. Sato i saradnici [10] su objasnili interakciju između negativno 
naelektrisanih nanodiskova Ag (sintetizovanih fotoindukcijom) i slične tiocijanske boje 
koja je takođe negativno naelektrisana, elektrostatičkim privlačenjem usled parcijalno 
pozitivnog naelektrisanja na hromofori. 
Ispitan je i model J-agregata TC boje na površinama Ag [1,77] i Au [77] koloida 
pri čemu je izvedeno detaljno fotofizičko ispitivanje. Prvobitno je bila zapažena pojava 
ekscitonske trake J-agregata, koja je jako zavisna od vrste-sastava nanočestica. Tako je u 
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slučaju nanočestica Ag sa adsorbovanom bojom u UV-Vis spektru, bila uočena 
ekscitonska traka J-agregata traka u formi pika. S druge strane, prisustvo J-agregata TC 
boje na nanočesticama Au je dalo oštar apsorpcioni minimum blizu rezonancije ekscitona 
[1,12,77]. Razlog za ovakvo ponašanje su razlike u kuplovanju ekscitona J-agregata TC 
boje i polarizacija na Au i Ag nanočesticama [1]. Preciznije, neradijativna relaksacija se 
dešava kroz ekscitaciju parova elektron-šupljina, ili unutar provodne trake (engl. 
intraband excitation) ili između d trake i provodne trake (engl. interband excitation). Na 
talasnoj dužini od 475 nm polarizaciono kuplovanje sa Ag uključuje samo doprinos 
„intraband“ prelaza od površinskog plazmona metalnog jezgra, dok polarizaciono 
kuplovanje sa Au uključuje doprinose polarizacija dobijenih i iz „interband“ (inter) i 
„intraband“ (intra) prelaza. U slučaju Au, prisustvo dodatnog „interband“ člana vodi ka 
destruktivnoj interferenciji između ekscitonske i plazmonske polarizacije i ka većoj 
transparentnosti (kad svetlost prolazi bez difuzije i distorzije, slobodan prolaz 
elektromagnetne radijacije) na rezonanciji ekscitona. Pošto ovaj minimum nestaje kroz 
fotoekscitaciju, jedna od mogućih primena za takav sistem je u vidu optičke opreme za 
ultrabrzo optičko limitiranje [27,28]. 
Ranije su bila izvedena ispitivanja gde je praćeno formiranje ekscitona kod J-
agregata nekih tiocijanskih boja u rastvoru u prisustvu različitih soli [79] kao i 
porfirinske (cijanske) boje na površini proteina [80]. Međutim, koliko je nama poznato, 
do sada nisu bila izvedena kinetička ispitivanja J-agregacije na sistemima koji se sastoje 
od hibridne metalne nanočestice i organske boje. U tom smislu, da bi se nastavilo sa 
iskorišćavanjem i usavršavanjem neobičnih optičkih karakteristika ovakvih hibridnih 
sistema neophodna su dalja detaljnija ispitivanja. 
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2.3 Kinetika i mehanizam reakcije nanočestica zlata sa TC 
bojom  
 
2.3.1 Kinetika reakcije nanočestica zlata sa TC bojom 
 
2.3.1.1 Eksponencijalna funkcija drugog reda 
 
Poznato je da se složene hemijske reakcije sastoje iz više elementarnih. Iako je 
broj mogućih kombinacija elementarnih reakcija veoma veliki, složene reakcije se mogu 
podeliti u nekoliko osnovnih tipova: paralelne, povratne, konsekutivne i lančane. 
Poznavanje načina odvijanja ovih osnovnih tipova pruža mogućnost analize i 
razumevanja vremenske evolucije kompleksnijih sistema. 
 Kod konsekutivnih reakcija proizvod jedne reakcije postaje reaktant druge. Taj 
prvi proizvod, B, je intermedijer, којi je termodinamički nestabilan. Njegova 
koncentracija u rastvoru je mala i veoma sporo opada, pa se kao takva često kod daljih 
matematičkih izračunavanja i aproksimacija uzima da je konstantna, tj. 
 
0
dt
Bd
. 
  Reakcija najjednostavnijeg tipa je u slučaju dve konsekutivne reakcije prvog 
reda: 
 
CBA
kk  21  (1)       
 
Zakoni brzine po komponentama su: 
 
Ak
dt
dA
1  (2) 
BkAk
dt
dB
21   (3)   
Bk
dt
dC
2  (4) 
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Ako su rešene diferencijalne jednačine za A i B, zakon održanja mase, 
CBAA 0 , pruža mogućnost određivanja C.  
 Iz jednačine prvog reda, za A  se lako dobija da je rešenje: 
tk
eAA 10
 . 
Kinetička jednačina za B tada postaje:  
BkeAk
dt
dB tk
201
1    (5) 
 
koja je oblika y' + Py = Q, gde je tkeAkQ 101
 , 2kP  ,            
      
Rešenje ove linearne diferencijalne jednačine je: 
 





  

dxQeCey
PdxPdx
 (6) 
 
Iz početnih uslova za t=0, y=0 (odnosno intermedijer B=0) lako se može dobiti 
integraciona konstanta, C.  
Prema tome rešenje za B (tj. y) je: 
 
 tktk ee
kk
Ak
B 21
12
01  

  (7) 
 
odnosno za C: 
 







  tktk eek
kk
ABAAC 211
12
00
1
1  (8) 
 
Promena koncentracija komponenti kod konsekutivnih reakcija sa vremenom, za 
slučaj kada je k1>> k2, prikazana je na Slici 10. 
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Slika 10. Promena koncentracija komponenti sa vremenom kod konsekutivnih reakcija 
 
Iz prethodnih jednačina dobijamo da je: 
   









  tktktktktk eek
kk
Aee
kk
Ak
eAA 21211 1
12
0
12
01
0
1
1  (9) 
 
Tako se jedn. (9) uz odgovarajuće matematičke aproksimacije [175] može 
predstaviti kao: 
tktk
eAeAAA 21 210
   (10) 
 
Kod konsekutivnih reakcija važna karakteristika je da posle određenog vremena 
reakcije koncentracija intermedijera B dostiže maksimum, koji je za slučaj kad je k1>>k2 
(Slika 10) približno jednak početnoj koncentraciji A a zatim opada do nule.  
  S druge strane, pošto B može biti važan intermedijer bitno je izračunati vreme 
postizanja maksimalne koncentracije B (odnosno položaj maksimuma). Pošto je u 
maksimumu funkcije prvi izvod nula, sledi da je: 
 
    000 max2max1max2max1 2121
12
01 

  tktktktk ekekekek
kk
Ak
dt
dB
 
12
1
2
max
ln
kk
k
k
t

  (11) 
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Ukoliko je unapred poznato da se proces odvija po mehanizmu 
CBA
kk  21 , drugi deo problema je određivanje konstanti brzina. Za ovu 
svrhu potrebno je pratiti A i B. Pošto se A menja kao 
tk
eAA 10
 , konstanta brzine k1 
se lako dobija iz zavisnosti lnA=f(t). Zatim se, iz tmax može odrediti konstanta brzine k2.  
Iako je ovo funkcija samo od k2 (k1 je već određeno), jednačinu je moguće rešiti 
samo grafički (Slika 11) uvođenjem pomoćnih funkcija y1=f(k2) i y2=f(k2): 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 11. Grafički prikaz linearne i logaritamske funkcije od konstante brzine k2 
 
Pritom je y1 linearna funkcija od k2 a y2 logaritamska. U tački preseka ovih 
funkcija dobija se k2.  
U slučaju da se lako mogu meriti komponente B i C primenjuje se alternativni 
način određivanja konstanti brzina: 
 

1
0
2012
t
t BdtkCCBk
dt
dC
 (12) 
 
Pošto 
1
0
t
Bdt  predstavlja površinu ispod krive B=f(t) do momenta t1 u kome je 
takođe određeno i Ct1, onda sledi da je: 
 
  1212max /ln kkkkt 
y1=f(k2
) 
y2=f(k2) 
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y2 
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


1
0
01
2 t
t
Bdt
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k  (13) 
 
Kod kompleksnijih mehanizama koji npr. sadrže veći broj povratnih, 
konsekutivnih i paralelnih reakcija, dobijanje analitičkog matematičkog rešenja može biti 
veoma komplikovano i tada je zavisnost koncentracija od vremena (odnosno rešavanje 
diferencijalnih jednačina) moguće dobiti samo numeričkim putem pomoću kompjuterskih 
metoda [176,177] .  
Eksponencijalna funkcija drugog reda ima primenu u teoriji brojeva [178-180], 
fizici [181], teorijskoj biologiji [182] i kod tumačenja kompleksnih algoritama [183,184]. 
Pored toga eksponencijalna funkcija drugog reda je korišćena za ispitivanje različitih 
kinetika, kao što su kinetika hetrogene i enzimske katalize [185], adsorpcije [186], 
interpolimernih kompleksa [187], termo-indukovanih prelaza u micelarnim sistemima 
[188], fluorescencije kod polimernih koloida [189], kinetika odgovora pH senzora 
zasnovanog na koloidnom templatu [190]  itd. 
 
2.3.1.1 a) „Stretched“ eksponencijalna i sigmoidna funkcija  
 
„Stretched“ eksponencijalnu empirijsku funkciju je uveo Rudolph Kohlrausch 
(1809–1858), kada je 1854. godine pomoću nje opisao vremensku zavisnost pražnjenja 
kondenzatora [191], nakon što je zaključio da je jednostavna eksponencijalna vremenska 
zavisnost u ovom slučaju bila neadekvatna [191]. Iz tog razloga ova funkcija se često 
naziva i Kohlrausch funkcija [192], jedn. (14). 
 
 )/()( tet   (14)
            
)(t  je linearna funkcija karakteristična za sistem koji se izvodi iz ravnoteže 
nakon iznenadnog uklanjanja neke perturbacije. Stepen odstupanja od eksponencijalne 
funkcije je opisan sa „stretching“ parametrom  , pri čemu je 0<β≤1. U graničnom 
slučaju, kada je  =1, to je eksponencijalna funkcija sa jednom vremenskom konstantom. 
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Kada je vrednost  < 1 šira (veća) je distribucija vremenskih konstanti i tada je grafik 
zavisnosti )(t od )log(t karakteristično rastegnut („stretched“). Kada je   blizu 
vrednosti 1, to ukazuje na usku distribuciju vremenskih konstanti, tj. kada je  >1 tada je 
eksponencijalna funkcija sužena-komprimovana i ima manji praktični značaj. Izuzetak je 
kada je 2 , čime se dobija normalna distribucija. Parametar t ima vrednost između 0 i 
+ ∞,  τ je parametar sa dimenzijama vremena, a 1/ τ predstavlja brzinu relaksacije.  
Iako empirijska, ova funkcija je veoma korisna za opisivanje vremenski zavisnih 
procesa, koji su eksponencijalni ali se dešavaju u kompleksnim sistemima u kojima 
distribucija lokalnih okruženja utiče na povećanje distribucije vremenskih konstanti. 
Rezultat ovakve distribucije vremenskih konstanti je brži odgovor od eksponencijalnog 
na početku procesa (za vremena pre vremenske konstante τ) i sporiji odgovor od 
eksponencijalnog za kasniju fazu u procesu (za vremena posle vremenske konstante τ). 
Tako je u slučaju „stretched“ eksponencijalne funkcije [192], u zavisnosti od vrednosti 
  potrebno duže vreme za dostizanje ravnoteže nego što je to kod eksponencijalne 
funkcije. Zschieschang sa saradnicima je poredio eksponencijalnu i „stretched“ 
eksponencijalnu funkciju za fitovanje vremenski zavisne promene napona kod tranzistora 
[193]. 
Za ponovno otkrivanje „ stretched“ eksponencijalne relaksacione funkcije bili su 
zaslužni Williams i Watts, koji su 1970. godine primenili Fourier-ovu transformaciju ove 
funkcije i uveli je u polje dielektrika [194], pa se u literaturi u ovom kontekstu često i 
ova dva imena pripisuju uz Kohlrausch-a. Iz tog razloga se ovaj zakon često nalazi kao 
KWW (Kohlrausch-Williams-Watts) zakon, posebno kada se odnosi na luminiscenciju, 
mada je u ovom polju „stretched“ eksponencijalna funkcija već dugo bila korišćena kod 
objašnjavanja energetskog transfera [195].    
   Kod proučavanja relaksacije kompleksnih sistema, „stretched“ eksponencijalna 
funkcija, kao čisto empirijski zakon, se često koristi. U oblasti molekulske luminiscencije, 
jednačina (14) ima čvrste osnove za nekoliko modela gašenja fluorescencije, kao što su 
kontaktno gašenje fluorescencije kontolisano difuzijom [196], gde je 2/1 , i 
rezonantni transfer energije bez difuzije, dipol-dipol mehanizmom, sa 6/1 , 1/3 i 1/2 
za jednodimenzionalne, dvodimenzionalne i trodimenzionalne (1D, 2D i 3D) sisteme 
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[195], redom. Druge racionalne vrednosti za „stretching“ eksponent,  , su dobijene za 
različite multipolne interakcije, npr. gde je  = 3/8 i 3/10 za dipol-kvadrupol i 
kvadrupol-kvadrupol mehanizme u tri dimenzije [197,198]. U aproksimaciji koju je izveo 
Huber, transport energije kao mera anizotropije fluorescencije pokazuje istu vremensku 
zavisnost kao direktni energetski transfer [199-201] i okarakterisan je sa istim 
vrednostima „stretching“ koeficijenta  . Na Slici 12 je prikazan izgled „stretched“ 
eksponencijalne funkcije kada je   = 5/2, 2/5 i 1. 
 
 
 
Slika 12. Prikaz „stretched“ eksponencijalne funkcije kada je   = 5/2, 2/5 i 1 
 
Gašenje luminiscencije uz rezonantni energetski transfer kao i kinetika 
luminiscencije su takođe bili objašnjeni sa „stretched“ eksponencijalnom funkcijom 
[202,203], sa   = d/s, gde je d frakciona dimenzija, a s zavisi od mehanizma 
rezonantnog energetskog transfera, i ima vrednosti 6 za dipol-dipol, 8 za dipol-kvadrupol 
i 10 za kvadrupol-kvadrupol interakcije.   
 Rezonantni energetski transfer između donorskih i akceptorsih hromofora 
vezanih za lanac polimera je bio široko korišćen kao sredstvo za proučavanje strukture i 
dinamike polimera. Prema teoriji [204-211] kinetika gašenja luminiscencije donora i 
kinetika depolarizacije luminiscencije kod polimera pokazuju „stretched“ eksponencijalnu 
vremensku zavisnost, gde parametar β iz jedn. (14) zavisi od mehanizma rezonantnog 
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energetskog transfera, vrste vezane hromofore (na krajevima lanca polimera ili nasumice 
raspoređene duž lanca) i od konformacije posmatranog polimernog lanca.     
„Stretched“ eksponencijalna funkcija je takođe bila primenjena i u slučaju 
luminiscencije koja se odnosi na neuređene [212] i uređene [213] neorganske čvrste 
sisteme kao i kod poluprovodnih nanoklastera [214]. Ova funkcija je veoma pogodna za 
fitovanje, čak i u odsustvu modela pod uslovom da je moguće jednostavno merenje 
devijacija od utvrđene (kanonske) eksponencijalne funkcije prvog reda kroz „stretching“ 
parametar  . „Stretching“ eksponenti su korišćeni npr. za analizu fluorescencije 
fluorofora inkorporiranih u sol-gel matrikse [215] i fluorofora kovalentno vezanih za 
površinu SiO2 [216] ili Al2O3 [217]. „Stretched“ eksponencijalna funkcija je takođe bila 
korišćena kod analize fluorescencije DNA–EtBr kompleksa dispergovanih u polimeru 
[218] i kod fluorescentnih analiza u kompleksnim heterogenim biološkim uzorcima kao 
što su tkiva [219,220]. 
Iznenađujuće je da se veliki broj mikroskopskih mehanizama može tumačiti 
korišćenjem „stretched“ eksponencijalne relaksacione funkcije, iako poreklo ovakvog 
ponašanja nije u potpunosti razjašnjeno. Iz tog razloga su veoma značajna i interesantna 
tumačenja nekoliko autora [213,221-223] koji su razvili dinamičke modele ove 
relaksacione funkcije.  
Sigmoidna kinetika za proizvod C je kompetitivna sa konsekutivnom reakcijom 
CBA  . Međutim, u slučaju sigmoidne kinetike reaktant A opada 
eksponencijalno i u koraku BA  nije uključeno indukcijsko vreme (vreme indukcije).   
Sigmoidna vremenska zavisnost je karakteristična za autokatalitičke procese kod 
hlorofila [224,225] i porfirina [166,225]. Jedan od najpoznatijih porfirina je hem, 
pigment eritrocita, koji je prostetička grupa proteina hemoglobina. Molekul hemoglobina 
može maksimalno da veže četiri molekula kiseonika i njegova kriva vezivanja ima 
sigmoidni („S“ oblik) oblik [226], Slika 13. 
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Slika 13. Sigmoidna kriva vezivanja kod hemoglobina: zavisnost procenta zasićenja (%) 
od parcijalnog pritiska kiseonika (mmHg) 
 
Sigmoidalna kriva vezivanja može da se podeli u tri dela: pri niskim 
koncentracijama liganda stepen vezivanja se vrlo malo povećava sa porastom 
koncentracije liganda, srednji deo počinje u tački u kojoj pri malom porastu koncentracije 
liganada nastaje veliki porast u stepenu vezivanja, a završava se u tački u kojoj pri daljem 
povećavanju koncentracije liganada ne dolazi do povećanja stepena zasićenja. Ovakvo 
ponašanje odgovara kooperativnom ponašanju [226]. 
Sigmoidan tip zavisnosti je karakterističan za autokatalizu [227], kao i za 
autokatalitičku agregaciju. Za razliku od hlorofila [224,225] i porfirina [166,225], kod 
pseudoizocijanskih boja [165,166] nije karakteristično postojanje vremena indukcije. 
Primer tipične autokatalitičke reakcije opisane sigmoidnom kinetikom je predstavljen u 
publikaciji koju je objavio Chibisov sa saradnicima [79], gde je J-agregacija indukovana 
prisustvom soli katjona metala u različitim oksidacionim stanjima. 
Veliki broj enzima funkcioniše tako da se njihova svojstva mogu proučavati 
korišćenjem Michaelis-Menten-ove jednačine [228]. Međutim, kinetika izvesnog broja 
enzima se ne može opisati ovakvim tipom jednačine i kod njih se brzina reakcije opisuje 
„S-oblikom“ sigmoidne krive (za razliku od krive tipa hiperbole karakteristične za većinu 
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enzima). Ovakav profil je karakterističan za enzime koji pokazuju pozitivnu 
kooperativnost kod vezivanja, gde je stepen kooperativnosti određen Hill-ovom 
jednačinom [229]. 
 
2.3.2 Efekat unutrašnjeg filtera i mehanizmi gašenja fluorescencije  
 
2.3.2.1 Efekat unutrašnjeg filtera  
 
 Kada na talasnoj dužini na kojoj fluorofora emituje zračenje drugi molekul ili deo 
makromolekula apsorbuje svetlost, dolazi do efekta unutrašnjeg filtera (engl. inner filter 
effect). Ovaj efekat se objašnjava reapsorpcijom emisije od strane uzorka, pri čemu se 
deo fotona ili svi fotoni koji su emitovani od strane fluorofore ponovo apsorbuju. Slično 
se može desiti i pri visokim koncentracijama apsorbujućih molekula, kao i fluorofore. 
Rezultat ovog efekta je da intenzitet ekscitovane svetlosti nije konstantan kroz rastvor, 
tako da samo njen mali procenat dolazi do fluorofora koje su vidljive u sistemu za 
detekciju. Efekti unutrašnjeg filtera menjaju spektar i intenzitet emitovane svetlosti i 
prema tome se moraju uzeti u obzir kod analize fluorescentnog emisionog spektra 
[230,231]. Pošto i kod gašenja fluorescencije i kod efekta unutrašnjeg filtera dolazi do 
smanjenja intenziteta fluorescencije, treba obratiti posebnu pažnju na uzrok ove pojave 
da ne bi dolazilo do grešaka. 
 Smanjenje intenziteta fluorescencije zbog apsorpcije upadne svetlosti ili 
apsorpcije emitovane svetlosti se nekada zovu primarni i sekundarni efekat unutrašnjeg 
filtera [232,233]. Za korigovanje apsorbancije uzorka u većini procedura tipično se 
koriste i druge empirijske korekcije [234-237]. Bez obzira na to koji se „kvenčer“ (engl. 
quencher) – gasilac fluorescencije koristi, važno je utvrditi da li je efekat unutrašnjeg 
filtera u tom slučaju značajan ili ne. Ako jeste, obavezno je uraditi korekciju intenziteta 
fluorescencije. Aproksimativno je intenzitet korigovanog intenziteta fluorescencije 
(Fcorr) dat jednačinom (15) [231]: 
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gde je Fobs intenzitet fluorescencije posmatranog signala a OD (engl. optical density) 
optička gustina rastvora na talasnoj dužini ekscitacije i emisije. Ako se uzme u obzir i 
geometrija ćelije u kojoj se snima uzorak može se primeniti i drugačiji oblik ove 
jednačine [238,239]. 
Lu sa saradnicima je istraživao fluorescentno obeležene nanočestice zlata gde je 
primećen efekat unutrašnjeg filtera pri čemu je došlo do minimalnog gašenja 
fluorescencije fluorofore [240]. Poznati su i opisani u literaturi i drugi primeri smanjenja 
intenziteta fluorescencije fluorofore u prisustvu nanočestica zlata uz primenu korekcije 
za efekat unutrašnjeg filtera [241-243]. 
Međutim, u prisustvu nanočestica može doći i do obrnutog efekta tj. povećanja 
intenziteta fluorescencije fluorofore. To je slučaj kod adsorpcije molekula metil-oranža 
na površini nanočestica srebra koju je opisao Zhang sa saradnicima [244]. U ovom 
slučaju, istovremeno sa smanjenjem intenziteta fluorescencije jedne trake dolazi do 
povećanja intenziteta druge trake, što se objašnjava neradijativnim energetskim 
transferom. Pritom je apsorbancija slobodne boje, kao i kombinovanog sistema 
boja/nanočestica bliska Fermi-jevoj energiji čestica srebra, čije se rezonantne trake 
preklapaju sa trakama donora i akceptora [244]. Postoje i drugi primeri opisani u 
literaturi, gde je u prisustvu nanočestica srebra [245] ili zlata (uglavnom većih od 20 nm) 
došlo do povećanja intenziteta fluorescencije [246-248], ili su prisutna oba efekta  
[244,249]. 
 
2.3.2.2 Procesi apsorpcije i emisije svetlosti - Jablonski dijagram 
 
Spektralni podaci dobijeni iz fluorescentnih merenja se predstavljaju u obliku 
emisionih spektara. Fluorescentni emisioni spektar je grafik zavisnosti intenziteta 
fluorescencije od talasne dužine (nm) ili talasnog broja (cm-1). Emisioni spektri zavise od 
hemijske strukture fluorofore i od rastvarača u kojem je rastvorena. Veoma važna 
karakteristika fluorescencije je visoka osetljivost detekcije.  
 Procesi koji se dešavaju između apsorpcije i emisije svetlosti se obično 
predstavljaju Jablonski [250] dijagramom, koji se često koristi kao polazna tačka kada se 
diskutuje o ovm procesima. Postoji više različitih formi ovog dijagrama, koje se koriste 
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za ilustraciju različitih molekulskih procesa koji se mogu odigravati u pobuđenim 
stanjima, Slika 14.  
 
 (a)  
 
 
 (b)  
 
Slika 14. Molekulski procesi između apsorpcije i emisije svetlosti u pobuđenim stanjima - 
oblici dijagrama po Jablonskom: prikaz elektronskih procesa u molekulima (a); jedan od 
oblika Jablonski dijagrama (b)   
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Na Slici 14 (b) je predstavljeno osnovno singletno, prvo i drugo elektronsko 
stanje, S0, S1 i S2. U svakom od ovih elektronskih energetskih nivoa, fluorofore se mogu 
naći u više vibracionih energetskih nivoa, označenih kao 0, 1, 2 itd. Prelazi između stanja 
su označeni vertikalnim punim linijama. Nakon apsorpcije svetlosti dešava se nekoliko 
procesa. Fluorofora obično biva pobuđena na neki viši vibracioni nivo stanja S1 ili S2. Sa 
nekoliko retkih izuzetaka, molekuli u kondenzovanim fazama se brzo relaksiraju do 
najnižeg vibracionog nivoa S1. Ovaj proces je unutrašnja konverzija i obično se dešava za 
10
-12
 s ili brže. Pošto je trajanje fluorescencije oko 10-8 s, interna (unutrašnja) konverzija 
je u opšem slučaju završena pre emisije. Prema tome, emisija fluorescencije rezultuje iz 
termalno uravnoteženog pobuđenog stanja tj. iz najnižeg energetskog vibracionog stanja 
S1. Povratak u osnovno stanje se obično dešava najpre do nekog od viših pobuđenih 
vibracionih osnovnih stanja nivoa S1 ili S2, pa se onda brzo (10
-12
 s) dostiže termalna 
ravnoteža (isprekidane linije na Slici 14 (b)). Molekuli u S1 stanju takođe mogu podleći 
konverziji spina u prvo tripletno stanje T1. Emisija iz T1 se označava kao fosforescencija, 
i pomerena je ka većim talasnim dužinama (nižoj energiji) u odnosu na fluorescenciju. 
Konverzija iz S1 u T1 se naziva intersistemski prelaz. Prelaz iz T1 u osnovno singletno 
stanje je zabranjen i kao rezultat toga konstante brzine za emisiju iz tripletnog stanja su 
nekoliko redova veličine manje, od istih kod fluorescencije. Molekuli koji sadrže teške 
atome, kao što su brom ili jod su često fosforescentna.  
Kao što se može videti i sa Slike 14, energija emisije je tipično manja (veća 
talasna dužina) od energije apsorpcije. Ovaj fenomen je prvi otkrio G.G. Stokes 1852. 
god. i po njemu je ovo pomeranje nazvano „Stokes“-ovo pomeranje [158]. On je na 
primeru kinina, čiju fluorescenciju mogu da priguše hloridni joni [251], uočio i efekat 
unutrašnjeg filtera. Gubici energije između ekscitacije i emisije se obično posmatraju na 
fluorescentnim molekulima u rastvoru. Jedan od čestih uzroka Stokes-ovog pomeranja je 
brza relaksacija do najnižeg vibracionog nivoa S1. Osim toga, fluorofore se obično 
relaksiraju do viših vibracionih nivoa S0, što rezultira u daljem gubitku energije 
termalizacijom viška vibracione energije. Kao dodatak ovim efektima, fluorofore mogu 
ispoljavati dalje Stokes-ovo pomeranje zbog efekta rastvarača, reakcija u pobuđenom 
stanju, formiranja kompleksa i/ili energetskog transfera.  
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2.3.2.3 Mehanizmi gašenja fluorescencije 
 
 Intenzitet fluorescencije može biti umanjen velikim brojem različitih porocesa, 
kao što su reakcije u pobuđenom stanju, energetski transfer, reakcije formiranja 
kompleksa i koliziono gašenja fluorescencije. Takva smanjenja u intenzitetu se odnose na 
gašenje fluorescencije, i ono se može odvijati različitim mehanizmima, i često veoma 
zavisi od temperature i pritiska. Gašenjе fluorescencije, kao i suprotan proces (engl. 
dequenching) do koga dolazi prilikom reakcije sa specifičnim molekulom (fluoroforom) 
kao biološkom metom koristi se kao osnova za biološki skrining prilikom kojeg se 
aktivirajućim reagensima stvara optički kontrast [252,253]. Postoji nekoliko različitih 
mehanizama kojima se trasfer energije između donora i akceptora može izvršiti 
neradijativno (bez apsorpcije ili emisije fotona). To su: 
 
1) dinamičko gašenje fluorescencije, u koje se ubrajaju: 
 
- kolizioni energetski transfer (Dexter-ov elektronski transfer) 
- Förster-ov rezonantni energetski transfer 
- formiranje kompleksa u pobuđenom stanju (EXCIPLEX, excited state complex) koji 
se raspada u osnovnom stanju [254-256], i 
 
2)  statičko (kontaktno) gašenje fluorescencije. 
 
Za proučavanje dinamike fluorescencije veoma je bitno vreme života koje 
fluorescentni molekuli provedu u pobuđenom stanju i interaguju sa drugim molekulima u 
rastvoru. 
Koliziono gašenje fluorescencije (Dexter-ov elektronski transfer) se dešava kada 
se fluorofora u ekscitovanom stanju deaktivira prilikom kontakta sa nekim drugim 
molekulom u rastvoru, koji se naziva „kvenčer“ (engl. quencher) – gasilac fluorescencije. 
U ovom procesu molekuli ostaju hemijski nepromenjeni. Kod kolizionog gašenja 
fluorescencije, smanjenje u intenzitetu se opisuje odnosom fluorecencije u odsustvu i 
prisustvu kvenčera,  Stern-Volmer-ovom jednačinom (16) [231]: 
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U ovom izrazu K je Stern-Volmer-ova konstanta,  Q  je koncentracija kvenčera, 
kq je bimolekularna konstanta gašenja fluorescencije, a 0  je dužina trajanja (vreme) kada 
nema gašenja fluorescencije. Stern-Volmer-ova konstanta gašenja fluorescencije, K, 
ukazuje na osetljivost fluorofore za kvenčer. Fluorofora koja se nalazi u unutrašnjasti 
nekog makromolekula je obično nepristupačna za kvenčere koji su rastvorni u vodi, tako 
da je u tom slučaju vrednost K mala. Veće vrednosti K se mogu dobiti kad je fluorofora 
slobodna u rastvoru ili se nalazi na površini biomolekula. Veliki broj različitih molekula 
može pokazivati svojstva kolizionih kvenčera, npr. kiseonik, halogeni elementi, amini i 
molekuli koji su elektron-deficitarni, kao što je akrilamid. Ako se fluorofora u 
pobuđenom stanju sudara sa molekulom kiseonika, onda se fluorofora vraća u osnovno 
stanje bez emisije fotona (neradijativnim putem). Drugi primeri dinamičkih procesa u 
rstvoru uključuju interakcije fluorofore sa rastvaračem i rotacionu difuziju [257,258].  
Mehanizam gašenja fluorescncije zavisi od para fluorofora-kvenčer. Npr. gašenje 
fluorescencije halogenima i teškim atomima se dešava zbog kuplovanja spinskog i 
orbitalnog momenta elektrona (spin-orbitalno sprezanje) i intersistemskog prelaza u 
tripletno stanje (Jablonski dijagram, Slika 14).  
Još jedan važan proces koji se dešava u pobuđenom stanju je rezonantni 
energetski transfer (eng. RET). Ovaj proces se dešava kad god se fluorescentni spektar 
fluorofore (donora) preklapa sa apsorpcionim spektrom drugog molekula (akceptora) 
[259], Slika 15.   
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Slika 15. Spektralno preklapanje kod fluorescentnog energetskog transfera 
 
RET nije rezultat emisije donora koja se apsorbuje od strane akceptora niti 
postoji intermedijerni foton, a akceptor ne mora da bude fluorescentan. Energetski 
transfer se dešava dok je donor u pobuđenom stanju (zbog čega je ovo dinamički 
proces). Ovakvi procesi reapsorpcije su zavisni od ukupne koncentracije akceptora i od 
nemolekularnih faktora, kao što je npr. veličina uzorka. Između donora i akceptora 
postoje dipol-dipol interakcije, pri čemu RET zavisi i od relativne orijentacije prelaznih 
dipolnih momenata donora i akceptora.  
Stepen energetskog transfera je određen udaljenošću između donora i akceptora i 
veličinom spektralnog preklapanja, koja se opisuje Förster-ovom udaljenošću (R0). 
Brzina energetskog transfera, kT(r), je data jednačinom (17): 
 
6
01)( 






r
R
rk
D
T

  (17)   
 
gde je r udaljenost između donora (D) i akceptora (A), a D  je vreme života donora u 
odsustvu energetskog transfera. Efikasnost energetskog transfrea za jedan donor-
akceptorski par na fiksiranoj udaljenosti je predstavljeno jednačinom (18):      
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Förster-ove udaljenosti su uporedive po veličini sa biološkim makromolekulima 
(30-60 Å), pa imaju primenu u merenju udaljenosti između dva različita mesta na 
proteinima [260]. Saini sa saradnicima [261] je proučavao brzinu rezonantnog 
energetskog transfera između fluorescentne boje i nanočestica u zavisnosti od njihove 
međusobne udaljenosti, gde je pokazano da na većim udaljenostima važi Förster-ov tip 
zavisnosti [261]. U literetari su opisani još neki primeri zavisnosti FRET-a (engl. Förster 
Resonance Energy Transfer) od udaljenosti fluorofore i površine nanočestice [262,263]. 
 RET teorija je kompleksna i različita je za donore i akceptore koji su kovalentno 
vezani, slobodni u rastvoru ili su deo rigidnih geometrija ili DNK. Osim toga, u 
zavisnosti od vremena života donora, difuzija može povećati stepen energetskog 
transfera.  
 Dexter-ov energetski transfer je, za razliku od Förster-ovog, fenomen koji se 
dešava na kraćim udaljenostima i smanjuje se, zavisno od prostornog preklapanja 
molekulskih orbitala donora i kvenčera, sa zavisnošću tipa e-R. I sa Förster-ovim i sa 
Dexter-ovim tipom energetskog transfera oblik apsorpcionih i fluorescentnih (emisionih) 
spektara boje ostaje nepromenjen. 
Do statičkog (kontaktnog) gašenja fluorescencije [264,231] dolazi kada 
fluorofora sa kvenčerom formira kompleks koji nije fluorescentan i koji ima jedinstven 
apsorpcioni spektar. Ovaj proces se dešava u osnovnom stanju i ne zasniva se na 
difuzionom procesu niti na sudarima molekula. Može doći do agregacije boje koja se 
dešava zbog hidrofobnih efekata (molekuli boje se organizuju tako da se minimizira 
kontakt sa vodom). Formiranje kompleksa u osnovnom stanju može biti narušeno 
visokim temperaturama i dodatkom surfaktanata (površinski aktivnih jedinjenja).    
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2.4 Citotoksičnost nanočestica zlata 
 
2.4.1 Uticaj nanočestica zlata na ćeliju 
 
Nova neobična svojstva metalnih nanočestica, koja se razlikuju od svojstava 
većine drugih materijala, izazvala su dosta pažnje i stimulacije za istraživanja vezana za 
njihovu sintezu i primenu [265-270]. Metalne nanočestice, posebno nanočestice zlata, su 
veoma značajne zbog svoje sadašnje ali i buduće primene ne samo kao katalizatora, nego 
i u polju biologije i medicine [48,271], u dijagnostici [272], oblasti biosenzora [273,274], 
terapiji [275,276] i prenosu lekova do ciljanog mesta [277-280]. Pored toga, 
biokompatibilnost ovih nanočestica je korišćena za transport antitumornih agenasa, na 
mesto gde se nalazi tumor, što je dodatno favorizovano zbog veće propustljivosti i 
„efekta zadržavanja“ [278] tj. akumulacije nanočestica u tumorskim tkivima u mnogo 
većem stepenu nego što bi to bilo u normalnim tkivima [281,282]. 0ve nanočestice se 
takođe mogu ponašati i kao sistemi za dostavu gena koji nisu zasnovani na virusima 
[283-285]. Istraživanje u ovoj oblasti je u velikoj meri motivisano mogućnošću primena 
nanočestica zlata kod terapije i detekcije kancera [47,286-288].     
Sa tačke gledišta korisnika u smislu primene nanomaterijala, moraju  se uzeti u 
obzir i potencijalni dalekosežni efekti na žive organizme. Jasno je, da je za svaku kliničku 
primenu biokompatibilnost nanočestica prelomna tačka. Oduvek je bila problematična 
toksičnost nanočestica zlata u biološkom sistemu. Iako toksikološka istraživanja sugerišu 
da nanočestice mogu izazvati neželjene efekte na zdravlje, ta fundamentalna veza uzrok-
posledica nije jasno definisana [289,290]. Prema tome, još uvek nije dovoljno jasan uticaj 
nanočestica zlata na zdravlje ljudi i na životnu sredinu [291]. Nedavno istraživanje 
toksičnosti nanočestica zlata je ukazalo da, iako neki prekursori nanočestica mogu biti 
toksični, nanočestice same po sebi ne moraju biti nužno štetne za ćelijske funkcije [292], 
pa se smatra da su benigne (netoksične) [292]. S druge strane u literaturi [293,294] su 
opisivane i kao toksične. Pritom toksičnost nanočestica zlata raste sa smanjenjem veličine 
čestice pre nego zbog promene njihove hemijske strukture, pošto veoma male čestice 
(prečnika 1 nm) mogu ulaziti u memebrane i ćeliju, i mogu se vezati za DNK [295]. U 
svakom slučaju, one su po veličini slične biološkom materijalu, kao što su ćelijske 
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komponente i proteini, i sličnost u veličini može dovesti do neželjenog ulaska u ćeliju što 
može štetno uticati na normalno funkcionisanje ćelije [48].  
Ipak ostaje veliki broj nerazrešenih pitanja vezano za uticaj nanočestica zlata na 
živu ćeliju. Do sada je dokazano da je endocitoza glavni put ulaska nanočestica zlata u 
ćeliju [296,297]. Nekoliko istraživanja je pokazalo zavisnost ćelijske apsorpcije 
nanočestica zlata od veličine i oblika čestice, kao i od karakteristika površine nanočestice 
[298,293]. Najnovija istraživanja ukazuju na to da nanočestice zlata u živim ćelijama 
uglavnom ostaju u endozomima - sfernom dvostrukom sloju membranskih lipida 
[293,298]. Imajući u vidu činjenicu da nije zasigurno poznato šta se dešava sa 
nanočesticama zlata u ćeliji, ostaje potreba da se jasno razumeju njihova krajnja odredišta 
i moguće interakcije sa komponentama ćelije. 
 U novije vreme posebna pažnja je posvećena ispitivanju toksičnosti nanočestica 
zlata u zavisnosti od veličine, koncentracije i karakteristika površine [299]. Da bi se ovaj 
proces mogao bolje razjasniti, potrebno je fokusirati se na uticaj nanočestica na 
pojedinačne vrste živih ćelija. Pošto je koža prva barijera za nanočestice prisutne u 
životnoj sredini, od velikog je interesa ispitati ove efekte na humanim dermalnim 
fibroblastima iz primarnih kultura. S druge strane, interesantno je i ispitivanje limfocita 
pri izlaganju nanočesticama zlata, jer se tako može potvrditi efekat direktnog ulaska 
nanočestica u ćeliju (direktne intraćelijske penetracije) [49].   
Fibroblasti su male ćelije odgovorne za formiranje kolagena, koje predstavljaju 
najvažnije elemente vezivnog tkiva. One čine skelet intersticijuma tj. prostora između 
nefrona, tubula, krvnih i limfnih sudova i nerava. Ovaj prostor se sastoji od vezivnog  
tkiva, i u predelu korteksa je slabo izražen i čini oko 7% ukupnog volumena kore, a u 
predelu srži bubrega čini i do 20%. Čine ga fibroblasti, miofibroblasti, makrofagi, periciti, 
histiociti itd. Pored toga fibroblasti imaju i veoma važnu ulogu u produkciji regulatornih 
supstanci kao što je adenozin [300] i eritroprotein [301].  
Limfociti su, pored granulocita (koje čine neutrofili, eozinofili i bazofili) i 
monocita, vrsta leukocita (belih krvnih zrnaca), koja kod odraslih osoba čini 25-40 % 
leukocita u krvi. Nastaju u koštanoj srži i to su najmanje ćelije vezivnog tkiva. Imaju 
odbrambenu ulogu, i u zavisnosti od vrste (B-limfociti, T-limfociti i nulte ćelije tj. ćelije 
prirodne ubice) proizvode antitela ili na druge načine učestvuju u imunom ćelijskom 
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odgovoru. B-limfociti, T-limfociti i nulte ćelije se ne razlikuju morfološki, već samo 
funkcionalno. Tako su B-limfociti odgovorni za humoralni imunitet, T-limfociti učestvuju 
u ćelijskom (celularnom) imunom odgovoru dok se za nulte ćelije (NK ćelije), o kojima 
se najmanje zna, smatra da bi mogle biti odgovorne za sprečavanje razmnožavanja 
abnormalnih, posebno tumorskih ćelija. 
 Genotoksičnost nanočestica zlata se može ispitati različitim testovima, a neki od 
njih su citokinezis blok-mikronukleusni (CB-MN) test i γ-H2AX fosforilacioni esej.  
 
2.4.1.1 Mikronukleusni test 
 
 In vitro mikronukleusni esej je mutageni testni sistem koji se koristi u 
toksikološkim ispitivanjima (skriningu) za detekciju potencijalnih genotoksičnih 
jedinjenja koja indukuju formiranje mikronukleusa u citoplazmi ćelija koje su u interfazi. 
Ovaj test se zasniva na svojstvu citohalazina B da zaustavlja kretanje aktinskih filamenata 
citoplazme, blokira razdvajanje ćerki ćelija (citokineza), dok deoba nukleusa teče 
neometano. Na taj način nastaju binuklearne ćelije sa udvojenim, ali razdvojenim jedrima 
obavijeni jednom plazma membranom. Deobom ćelija koje sadrže strukturne 
hromozomske aberacije u citoplazmi ćerki ćelija formiraće se mikronukleusi. 
Mikronukleusi nastaju od acentričnih hromozomskih fragmenata, a mogu ih činiti i celi 
hromozomi kod kojih je došlo do oštećenja u centromernoj oblasti. Učestalost 
mikronukleusa je indirektni pokazatelj učestalosti hromozomskih aberacija. Prednost CB 
metoda je u tome što se iz jednog uzorka može analizirati više hiljada binuklearnih ćelija 
čime se dobijaju pouzdani podaci o učestalosti i distribuciji hromozomskih aberacija. 
 Citokinezis blok-mikronukleusni (CB-MN) test je veoma pouzdan i jednostavan 
metod za detekciju kako gubitaka, tako i defekata na hromozomu, i istovremeno daje 
informacije i o progresiji ćelijskog ciklusa i o citotoksičnosti. Klasifikujući ćelije prema 
broju jedara, ovim esejom se utvrđuje indeks citotoksičnosti (binuklearni ćelijski indeks, 
BCI) [302] i dobijaju se informacije o kinetici ćelijskog ciklusa (citokinezis-blok 
proliferativni indeks, CBPI) [303]. Zbog navedenih karakteristika, CB-mikronukleusni 
test ima široku primenu u proceni genotoksičnih efekata različitih fizičkih i hemijskih 
agenasa.  
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2.4.1.2 γ-H2AX fosforilacioni esej 
 
Histoni su bazni proteini (male molekulske mase) koji zajedno sa DNK i RNK 
izgrađuju hromatin, odnosno hromozome [304,305]. Nukleozom je strukturna jedinica 
hromatina koja se ponavlja,  i predstavlja kompleks histona sa DNK. Razlikuje se pet 
vrsta histona koji se mogu podeliti u dve grupe. Prvu grupu sačinjavaju nukleozomski 
histoni H2A, H2B, H3 i H4, pri čemu po dva od svakog čine histonski oktamer oblika 
diska, oko kojeg se obavija molekul DNK. Drugu grupu čine histoni koji ne formiraju 
strukturu u oblika diska, obeleženi kao H1, oko kojih se takođe obavija molekul DNK i 
koji služe samo kao veza do sledećeg diska. Histonske vrste se međusobno razlikuju po 
molekulskoj masi, broju i redosledu aminokiselina. Linearno raspoređeni delovi 
hromozomske DNK potrebni za sintezu jednog proteina ili jednog molekula RNK su 
geni. Njihova veličina (broj nukleotida DNK) i raspored na hromozomima su strogo 
određeni. Građa gena ogleda se u tačno određenom redosledu nukleotida, čija promena, 
manjak ili višak nukleotida rezultuje u promeni funkcije gena genskim (tačkastim) 
mutacijama.  
H2AX je jedna od izoformi histona H2A [306] kodiranih sa dva različita gena. 
H2AX može da bude fosforilovan, acetilovan i da se vezuje za ubikvitin u cilju 
regulisanja ćelijskih procesa [307].  
 Fosforilacija histona H2AX na serinskom mestu (γ-H2AX) se dešava kao 
odgovor ćelije na dvolančane prekide DNK (engl. DSBs – double-strand breaks). Ovi 
prekidi mogu biti izazvani različitim uzročnicima: spoljašnjim faktorima (UV radijacijom, 
x-zracima, γ-zracima, hemijskim agensima i dr.), sudarom replikacione viljuške 
(„replication fork collision“) sa nekim dodatim jedinjenjem npr. alkaloidom, apoptozom 
(smrt ćelije) i disfunkcionalnim telomerama (kratkim ponovljenim nizovima nukleotida na 
kraju hromozoma eukariota koji štite hromozom od razgradnje egzonukleazama) [308]. 
γ-H2AX fosforilacioni esej (imunocitohemijska fluorescencija) je tehnika koja se široko 
primenjuje za kvantifikaciju broja dvolančanih prekida DNK prouzrokovanih različitim 
agensima, kao i za praćenje kinetike popravke oštećenja.  
Acetilovanje H2AX može biti indukovano agensima kao što je jonizujuće 
zračenje, dok ubikvitinacija H2AX zahteva prethodno acetilovanje [309]. Ubikvitinacija 
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je proces posttranslacione modifikacije nekog proteina, koja nastaje njegovim vezivanjem 
za jedan ili više ubikvitinskih monomera kovalentnim vezama [310]. Ubikvitin je mali 
regulatorni protein, koji je prisutan u skoro svim tkivima eukariota, a najčešća svrha 
ubikvitinacije je označavanje proteina za razgradnju. Osim toga, ubikvitinacija kontroliše 
stabilnost, funkciju i unutrašnji ćelijski položaj velikog broja proteina. 
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2.5 Primena nanočestica zlata i cijanskih boja 
 
2.5.1 Primena nanočestica zlata in vitro i in vivo 
 
Zahvaljujući karakterističnoj plazmonskoj ekscitaciji u vidljivom delu spektra 
čestice zlata, kao jedne od najviše proučavanih metalnih čestica u koloidnoj hemiji, našle 
su široku primenu u optici i mikroelektronici. Karakteristike ovih čestica, kao što su 
dimenzije, distribucija veličina, oblik, stabilnost, stanje na povšini tj. površinsko 
naelektrisanje sa stanovišta fizike i površinska modifikacija sa stanovišta hemije, su  
direktno su povezane sa načinom sinteze i imaju važnu ulogu u njihovoj primeni. 
Hemijska inertnost nanočestica zlata omogućava i njihovu integraciju u biološke 
sisteme. U biološkim istraživanjima koloidno zlato i različiti derivati koloidnog zlata su 
među najčešće korišćenim kontrastnim agensima (markerima) [311] koji se koriste kod 
elektronske mikroskopije [40-43]. Čestice različitih veličina se na elektronskim 
mikrografijama lako mogu razlikovati, što omogućava izvođenje eksperimenata sa 
simultanim multi-obeležavanjem [312]. U literaturi je opisano i korišćenje nanočestica 
zlata u nanomedicini u oblasti dijagnostike, terapije, a ispitana je i njihova toksičnost in 
vitro i in vivo [3].  
Poznato je da se auroterapija (krisoterapija) odnosi na terapiju u kojoj se koriste 
soli zlata i/ili koloidno zlato. Iako se koloidno zlato uspešno koristilo kao terapija za 
reumatoidni artritis kod pacova [4], kod terapije solima zlata primenjene tokom dužeg 
vremenskog perioda na ljudima, primećena je značajna nuspojava, koja se manifestovala 
kao svetlo ljubičasto do tamno sivo obojenje kože pri izlaganju suncu [313]. Preterani 
unos koloidnog zlata i soli zlata tokom krisoterapije rezultuje kompleksnim redoks 
procesima. Tada dolazi do zasićenja tkiva kože i organa sa relativno stabilnim 
jedinjenjima zlata i koloidnim zlatom, a u ekstremnim slučajevim i zuba i tkiva oko očiju. 
Posledica ovoga je obolelo stanje (engl. chrysiasis) kada dolazi do akutnog otkazivanja 
rada bubrega [314], ozbiljnih poremećaja srčanog rada i hematoloških komplikacija 
(leukopenija, anemija) [315-317]. Dok se neke od ovih posledica relativno mogu sanirati, 
pigmenaticaja kože ostaje permanentna.   
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Ispitana je i terapija lekovima zasnovanim na zlatu za lečenje Alzheimer-ove 
bolesti. In vitro eksperiment je pokazao da se kombinacijom mikrotalasne radijacije i 
koloidnog zlata mogu uništiti ekstracelularni depoziti beta-amiloidnih fibrila i senilni 
plakovi, koji su glavne patohistološke promene prisutne kod Alzheimer-ove bolesti. U 
toku je veliki broj istraživanja ovakve primene nanočestica zlata zasnovane na radijaciji, a 
Pissuwan D. sa saradnicima [5] je opisao korišćenje plazmonske rezonancije naočestica 
zlata u cilju foto-termalne medicinske primene.  
Nanočestice zlata ispitivane su i kao nosioci lekova [44] tj. nanovektori za prenos 
lekova ili biološkog matrijala [318,319]. Primena hidrofobnih lekova zahteva 
inkapsulaciju molekula, pa čestice treba da imaju dovoljno hidrofilne površine i veličine 
manje od 100 nm, tako da mogu efikasno da izbegnu retikuloendotelijalni sistem (sistem 
tkivnih makrofaga). Međutim, kod nanočestica postoji veliki odnos površine i zapremine, 
pa one teže da se nagomilavaju i adsorbuju proteine. U tom slučaju se brzo vrši 
uklanjanje takvih čestica od strane makrofaga u retikuloenditelijalnom sistemu, pa one ne 
stižu do ciljanih ćelija. Da bi nanočestice duže cirkulisale u krvi, treba da budu obložene 
hidrofilnim polimernim omotačem, kao što je PEG (polietilen-glikol) čime se povećava 
disperznost čestica i eliminiše adsorpcija proteina.      
U terapiji kancera, koloidno zlato se može koristiti da se obeleži tumor i tako 
omogući in vivo detekcija, korišćenjem površinski pojačanog Ramanovog rasejanja 
(engl. SERS, Surface Enhanced Raman Scattering) kao tehnike. Pritom se nanočestice 
zlata inkapsuliraju sa tiol- modifikovanim PEG-om, čime je povećana biokompatibilnost i 
cirkulacija in vivo. Da bi se tumorske ćelije specifično obeležile, PEG-om obložene 
nanočestice zlata se vezuju za antitelo (ili za fragment antitela) koje npr. inhibira receptor 
za epidermalni faktor rasta. Ovo je značajno jer je kod nekih tipova kancera povećana 
proteinska ekspresija humanog epidermalnog faktora rasta. Tako se, koristeći SERS, sa 
ovim PEG obloženim nanočesticama zlata može detektovati lokacija tumora [45], jer 
ćelije tumora za razliku od zdravih ćelija imaju svetliji odsjaj. 
Nanočestice zlata se koriste i kao emiteri toplote u fototermalnim terapijama 
[320,321]. Poznato je da se nanosfere zlata, prečnika 35 nm, koje su konjugovane sa 
antitelom ponašaju kao efikasni i selektivni fototermalni apsorberi za uništavanje ćelija 
kancera korišćenjem argonskog jonskog lasera u vidljivoj oblasti, bez uticaja na okolne 
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ćelije koje nisu maligne [322]. Delovanje ovog lasera na talasnoj dužini 514 nm se 
preklapa sa apsorpcijom površinskog plazmona sfernih nanočestica zlata, koje imaju 
apsorpcioni maksimum na 520 nm. Ove nanočestice se konjuguju sa monoklonskim 
antitelima, a to su imunoglobulini koji proizvode ćelijske kulture odabrane da reaguju na 
antigene koje ćelije kancera specifično eksprimiraju. Ova antitela inhibiraju receptor za 
epidermalni faktor rasta i specifično ciljaju molekulski marker koji označava ovaj 
receptor. Zbog povećane ekspresije ovog receptora na površini malignih ćelija, one se 
mogu uništiti sa manje od polovine energije lasera potrebne za uništavanje normalnih 
ćelija. Međutim, na ovoj talasnoj dužini prodiranje svetlosti u tkivo je veoma malo [323], 
pa je ovo korisno samo u slučaju površinskih lezija, jer je za tretiranje kancera in vivo 
potrebno dublje prodiranje svetlosti u tkivo. Bliska infracrvena oblast spektra omogućava 
maksimalno prodiranje svetlosti zbog relativno malog rasejanja i apsorpcije unutrašnjih 
hromofora iz tkiva. Pošto se menjanjem oblika ili veličine nanočestice površinska traka 
plazmona menja, moguće je dizajnirati fototermalne apsorbujuće agense u bliskoj 
infracrvenoj oblasti. Tako su, za in vivo primenu nanočestice zlata kao fototermalnih 
agenasa veoma dobri kandidati nanočestice zlata štapićastog oblika – nanoštapići (engl. 
gold nanorods) [109,110]. Kod ovakvih nanočestica je rezonantna traka površinskog 
plazmona pomerena iz vidljivog dela spektra u blisku infracrvenu oblast tj.  jako 
apsorbuju blisko-infracrvenu svetlost i emituju je kao toplotnu energiju. Pošto infracrveni 
zraci lako prodiru kroz ljudsku kožu i tkivo, nanočestice ovakvog oblika (određene 
dužine i širine) se mogu koristiti kao komponente koje emitujući toplotu uništavaju ćelije 
kancera, a mogu se koristiti i za druga ciljana mesta. Iako na rezonanciji plazmona kod 
nanočestica dolazi i do apsorpcije i do rasejanja svetlosti, nisu isti doprinosi u zavisnosti 
od veličine čestice. Za čestice sa manjim aksijalnim prečnikom (oko 10 nm) dominira 
apsorpcija, dok za čestice sa većim aksijalnim prečnikom (> 35 nm) dominira rasejanje. 
Zbog toga se, kod in vivo primene, kao termalni konvertori bliske infracrvene svetlosti 
koriste čestice sa manjim prečnikom koje fototermalno oštećuju tumor [46,47]. Kada se 
oblože polimerima, ovakve nanočestice imaju vreme poluživota in vivo duže od 15 
časova.   
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Drugi oblici nanočestica zlata, kao što su račvast [118], planarni trouglast i 
šestougaoni oblik [119] i prizmatičan [120], takođe imaju apsorpciju površinskog 
plazmona u bliskoj infracrvenoj oblasti. 
Nanočestice zlata, zbog svoje biokompatibilnosti, i ispoljavanja jedinstvenih 
strukturnih, elektronskih, magnetnih, optičkih i katalitičkih svojstava imaju i važnu 
analitičku primenu u oblasti: 
 
- genosenzora, gde nanočestice zlata pojačavaju električni signal elektrohemijskih 
uređaja (DNK biosenzora) i povećavaju osetljivost bioelektronskih eseja [50-52], što 
pruža nove mogućnosti za gensku dijagnostiku u budućnosti,  
 
- elektrohemijskih imunosenzora, kod kojih nanočestice zlata povećavaju osetljivost 
elektrohemijske detekcije specifične reakcije vezivanja antitela sa antigenom [53-58], 
 
- elektrokatalitičkih senzora, jer nanočestice zlata, zbog svoje velike površine u 
poređenju sa zapreminom, imaju odličnu katalitičku aktivnost, pa se koriste za dizajn i 
fabrikaciju nanometarskih elektrokatalizatora i povećanje selektivnosti. Ovakvom 
modifikacijom površina elektroda se snižava granica elektroanalitičke detekcije i 
pojačava elektrohemijski odgovor. Poznata je primena nanočestice zlata kod 
elektrohemijskog ispitivanja ćelija raka i kao elektokatalizatora kod detekcije nekih malih 
biomeolekula, kao što su glukoza, norepinefrin, dopamin, epinefrin, katehol, askorbinska 
kiselina i dr., kao i za detekciju nekih toksičnih supstanci (Sb3+ i As3+) [59-67]  
 
kao i 
 
- enzimskih biosenzora, pri čemu je direktan elektronski transfer sa redoks-proteina 
(enzima) na elektrodu olakšan modifikacijom površina elektroda nanočesticama zlata 
[68-74].  
 
U savremenom društvu u kome se sve više razvija i „industrija zdravlja i lepote“, 
nanočestice zlata takođe imaju svoju primenu u kozmetici [75], u tretmanima protiv 
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starenja kože. U tom smislu koriste se u preparatima za negu kože lica i tela, u losionima 
i kremama. One imaju afinitet za kolagena vlakna i utiču na njihovu strukturu, pa tako 
podstiču proizvodnju kolagena. Sitne čestice zlata reflektuju svetlost, ublažavaju bore, 
jačaju imunološki sastav kože, a zbog raspršenosti u sitne čestice njihova površina se 
povećava i dejstvo je bolje. Koloidno zlato ima balansirajuće dejstvo i na telesne 
električne funkcije.  
 
2.5.2 Primena cijanskih boja 
 
U informacionom dobu, kada obim i brzina prenosa informacija sve više rastu, 
blagovremeno dobijanje podataka je ključna stvar za funkcionisanje različitih sistema. Da 
bi se omogućio protok informacija reda veličine tera (1012) bita u sekundi u sistemima 
zasnovanim na optičkom vremenskom multipleksiranju (OTDM, optical time division 
multiplexing, proces stvaranja kompleksnog signala po principu vremenske raspodele 
kapaciteta prenosnog medijuma, pri čemu dolazi do kombinovanja višestrukih nezavisnih 
tokova, prethodno podeljenih prema unapred definisanim sekvencama, u jedan tok 
podataka), neophodni su  fempto-sekundni (10
-15
 s) optički materijali i uređaji. Iz tog 
razloga su istraživanja rađena i na neorganskim jedinjenjima tipa poluprovodnika i na 
organskim sistemima kao što su provodni polimeri i J-agregati nekih boja. Za J-agregate 
nekih boja je ustanovljeno da imaju ultrabrza i nelinearna optička svojstva. Vreme života 
ekscitovanih stanja kod J-agregata je reda veličine pikosekundi (10-12 s),  što je mnogo 
kraće nego kod neorganskih poluprovodnih materijala (reda veličine deset nanosekundi), 
zbog čega je njihova primena superiornija.  
U telekominukacionim mrežama, koriste se talasne dužine za optičke impulse oko 
1,3 ili 1,55 μm, zbog velikih brzina prenosa optičkih vlakana u tom opsegu. Iz tog 
razloga se J-agregati nekih cijanskih boja koriste u optičkoj opremi [27,28].    
J-agregati određenih cijanskih boja se mogu koristiti u demultiplekserima (za 
konvertovanje brzog protoka podataka u veći broj sporijih protoka podataka) [324,325]  
J-agregati pokazuju fotoelektričnu osetljivost u oblasti dejstva He-Ne lasera (633 
nm) i imaju najveću makroskopsku elektronsku susceptibilnost trećeg reda (χ3). Ovo 
svojstvo se može koristiti za promenu elektrodnog potencijala određenih materijala kao 
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što su polimeri aromatičnih poliimida dodavanjem J-agregata karbocijanske boje. J-
agregati boje, indukujući elektronski transport u slojevima polimera, povećavaju 
osetljivost ovih slojeva na svetlost He-Ne lasera. Elektrodni potencijal materijala se može 
selektivno varirati menjanjem sastava boje koja formira J-agregat [29].  
Cijanske boje su poznate kao fotogalvanski pojačivači osetljivosti, zbog svojstva 
da formiraju J-agregate sa visoko delokalizovanim ekscitonima. Cijanski sloj boje se 
može ponašati i kao donor i kao akceptor, povećavajući efikasnost fotogalvanske ćelije. 
Tako, kada se sloj cijanske boje nalazi u „sendviču“ između polimera dicijano-
fenilvinilen-trifenilamin-a kao donora i C60 (fuleren) kao akceptora, poboljšava se 
efikasnost konverzije svetlosne u električnu energiju [30].  
Veoma je važna uloga J-agregata u povećanju spektralne osetljivosti fotografskih 
emulzija AgCl [31]. Preciznije, fundamentalni korak u procesu slikanja (stvaranja slike) u 
fotografiji je fotoindukovana energija i elektronski transfer sa adsorbovanih boja na 
mikrokristal srebro halogenida. Boja omogućava srebro halogenidu da bude osetljiv na 
vidljivu svetlost, što je spektralno senzitiviranje tj. povećanje spektralne osetljivosti. J-
agregati cijanskih boja su posebno korisni jer se veoma dobro adsorbuju na mikrokristal 
AgBr. Svojim jakim i uskim apsorpcionim trakama omogućavaju selektivno senzitiviranje 
na određenu boju (talasnu dužinu), pa se odabirom odgovarajuće cijanske boje koja se 
adsorbuje može povećati senzitiviranje mikrokristala AgBr [32].    
 
2.5.3 Primena nanočestica zlata sa bojom 
 
Progres u razvoju nanotehnologija, između ostalog se zasniva i na razvoju 
materijala za čiju sintezu se koriste koloidne čestice. Modifikacija površine malih 
metalnih čestica dovodi do promene njihovih elektronskih i optičkih svojstava. 
Monodisperzne metalne nanočestice su cilj kome se teži, ali specifična svojstva se mogu 
očekivati i kada to nije u potpunosti ostvareno. Mogućnost kontrolisanog modifikovanja 
elektronskih karakteristika koloidnih metalnih čestica pruža veću šansu nalaženja njihove 
primene u nelinearnoj optici.  
Hibridne nanaočestice koje se sastoje od jezgra plementog metala 
funkcionalizovanog omotačem, koji čini organska boja, su poznate zbog svojih neobičnih 
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optičkih svojstava, uključujući ultrabrze indukovane transparencije, nelinearno ponašanje, 
Fano rezonancije (vrsta fenomena rezonantnog rasejanja pri čemu se dobija asimetričan 
oblik linije rasejanja, npr. asimetričan oblik linije koja opisuje neelastično rasejanje 
elektrona helijuma) i pojačano fotoindukovano razdvajanje naelektrisanja [1,10-15].  
U poslednje vreme mnoga ispitivanja su fokusirana na ispitivanja molekula boje 
koji podležu J-agregaciji, koja daje Frenkel-ov eksciton sa apsorpcionom trakom koja je 
sužena, pomerena ka crvenoj oblasti i ima visoku apsorbanciju i polarizabilnost u odnosu 
na traku monomerne vrste [2]. Ove karakteristike omogućavaju jako i koherentno 
elektronsko kuplovanje ekscitona boje sa polarizacijama plazmonskih nanočestica 
plemenitih metala [1,326], pa je moguće i moduliranje i poboljšavanje optičkih 
karakteristika boje. Fenomeni vezani za ovakve hibridne strukture, kao što su gašenje 
fluorescencije boje [17], interakcije sa pojačanim optičkim poljima [1], i nelinearno 
ponašanje [2] ih čine potencijalno pogodnim i upotrebljivim u budućnosti za dizajniranje 
sistema za konvertovanje solarne energije, za primene u molekularnoj optoelektronici i 
kod senzornih uređaja. Zbog lakoće sinteze i jačine (otpornosti) ovih nanomaterijala, 
kombinovane sa jakom, ultrabrzom prirodom polarizacionog kuplovanja, u budućnosti bi 
mogli potencijalno da se koriste za optičke uređaje. Primer su optički limiteri, gde je 
nelinearna apsorpcija dominantan optički limitirajući mehanizam, pa se nelinearni optički 
materijali mogu koristiti za manipulaciju optičkih zraka. Tako se neki organski i 
neorganski limiteri mogu koristiti za zaštitu očiju, dok neke metalne nanočestice 
pokazuju odlične optički limitirajuće odgovore za nanosekundne laserske pulseve. S 
druge strane, u oblasti telekomunikacija imaju ulogu kod prenosa signala u optičkim 
vlaknima ili integrisanim optičkim kolima.  
Pošto su cijanske boje jako fluorescentne [16], merenje fluorescentnih svojstava 
agregata čestica-boja može dati važan uvid za razumevanje interčestičnih molekulskih 
interakcija i reaktivnosti. Fluorescentno obeležavanje je u širokoj upotrebi u medicinskoj 
dijagnostici [7], gde se koristi da bi se lokalizovale nanočestice ili simuliralo otpuštanje 
lekova. U većini istraživanja na nanočesticama koje su modifikovane hromoforom, 
proučavano je efikasno gašenje fluorescencije hemisorbovanih hromofora 
[76,242,327,328]. Ovo gašenje fluorescencije se pripisuje povećanoj neradijativnoj 
relaksaciji pobuđenog stanja zbog transfera energije i/ili elektronskog transfera [323,17]. 
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U nekim skorijim publikacijama je opisan uticaj veličine nanočestica i udaljenosti između 
hromofora i površine nanočestice na efikasnost gašenja fluorescencije [329,330].  
U literaturi je opisana i J-agregacija cijanskih boja različitih struktura na površini 
nanočestica zlata i srebra [12,76-78]. Sve je veći interes za ispitivanje samo-organizacije 
ovakvih molekula posredstvom nanočestica u smislu njihove nove primene kao hemijskih 
senzora [33-35], u katalizi [36,37], prenosu lekova [6], nanoelektronici [38] i 
medicinskoj dijagnostici [8,9]. 
 
2.6 Cilj rada 
 
 Cilj istraživanja ovog rada je sinteza i fizičko-hemijska karakterizacija nanočestica 
zlata različite veličine dobijenih u prisustvu natrijum-borhidrida i trinatrijum-citrata. 
Proučavaće se reakcija adsorpcije tiocijanske boje (natrijum-(Z)-3-(5-hlor-2-((5-hlor-3-
(3-sulfonatopropil)benzotiazol-2(3H)-iliden)metil)benzotiazol-3-ium-3-il)propan-1 
sulfonata, TC) na sintetizovanim nanočesticama, gde će različitim metodama biti ispitana 
i okarakterisana četiri sintetizovana koloida zlata u prisustvu i odsustvu TC boje. 
Odrediće se konstante ravnoteže procesa adsorpcije, eksperimentalno dobijen procenat 
gašenja fluorescencije TC boje u prisustvu ova četiri koloida, kao i teorijski izračunat 
procenat gašenja fluorescencije TC za monoslojnu površinsku pokrivenost nanočestice, a 
zatim i efikasnost gašenja fluorescencije u zavisnosti od veličine čestica, pri konstantnoj 
koncentraciji nanočestica. Takođe će se ispitati formiranje J-agregata, dobijenih samo u 
prisustvu najmanjeg sintetizovanog koloida, ispitaće se kinetika i mehanizam J-
agregacije, odrediće se kinetički i aktivacioni parametri, kao i uticaj metalnih katjona u 
različitim oksidacionim stanjima (Li+, Na+, K+, Cs+, Mg2+ i Al3+) na reakciju J-agregacije. 
Pored toga, u dva in vitro model sistema humanih ćelija, limfocitma i fibroblastima, 
ispitaće se uticaj veličine i koncentracije još dve različite koloidne disperzije zlata sa 
adsorbovanim citratnim jonima, na citotoksičnost. 
 Razjašnjavanje mehanizma interakcije negativno naelektrisane površine 
nanočestice zlata sa negativno naelektrisanom tiocijanskom bojom daje bolji uvid za 
potencijalnu upotrebu ovih hibridnih struktura u budućnosti za dizajniranje sistema za 
  58 
konvertovanje svetlosne energije, primenu u molekulskoj optoelektronici i kod senzornih 
uređaja. Takođe, ispitivanje samo-organizacije ovakvih molekula (tipa cijanske boje) 
posredstvom nanočestica je važno i zbog mogućnosti njihove primene kao hemijskih 
senzora, u katalizi, prenosu lekova, nanoelektronici i medicinskoj dijagnostici. Zato je 
veoma važno razumeti hemiju ove interakcije, koja do sada nije detaljnije ispitivana, a u 
ovom radu će se naročita pažnja posvetiti i proučavanju procesa formiranja J-agregata na 
površini nanočestice zlata i ispitavanju kinetike i mehanizma J-agregacije, koja do sada 
takođe nije potpuno razjašnjena.  
 S druge strane, interes za ispitivanje toksičnosti nanočestica zlata u biološkom 
sistemu, proističe zbog njihove biokompatibilnosti i sličnosti po veličini sa biološkim 
materijalom, kao što su ćelijske komponente i proteini, što može dovesti do nihovog 
neželjenog ulaska u ćeliju i štetnog uticaja na normalno funkcionisanje ćelije. Imajući u 
vidu činjenicu da uticaj nanočestica zlata na ćeliju nije sasvim razjašnjen, ostaje potreba 
da se jasno razumeju njihova krajnja odredišta i moguće interakcije sa komponentama 
ćelije, a u ovom radu je cilj ispitivanja i davanje dodatnih informacija u ovom polju 
istraživanja. U tom smislu bi ispitivanje ćelijskih sistema sa nanočesticama zlata različitih 
karakteristika površine, koncentracije, veličine i oblika čestice, moglo poslužiti kao 
odličan model sistem za procenu genotoksičnosti.  
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3 Eksperimentalni deo 
 
 
3.1 Hemikalije 
 
Kalijum-tetrahloroaurat(III) (KAuCl4, 99%), zlato(III)-hlorid trihidrat (HAuCl4 × 
3H2O), natrijum-borhidrid (NaBH4, 99%), kalijum-hlorid (KCl), trinatrijum-citrat 
dihidrat (C6H5Na3O7 × 2H2O, 99%) i jednovalentni katjoni hlorida (KCl, NaCl, LiCl, 
CsCl) su od Aldrich-a, i kao i svi drugi korišćeni reagensi su komercijalni proizvodi 
najveće čistoće. Tiocijanska boja (TC), čija je struktura predstavljena na Slici 16, je od 
Hayashibara Biohemijskih Laboratorija, Okayama, Japan. Standardni rastvor TC boje, 
koncentracije 5×10
-5
 M, je sadržavao i 1×10-3 M KCl, a pripremljen je rastvaranjem 
čvrste TC boje u vodi. Zbog težeg rastvaranja boje u vodi, rastvor se sonificira u 
ultrazvučnom kupatilu pola sata. Radni rastvori TC boje (koncentracija 1×10-8 – 
1,67×10
-5
 M) su pripremljeni odgovarajućim razblaživanjem 5×10-5 M standardnog 
rastvora TC boje, neposredno pre merenja. Rastvor boje može da stoji neograničeno 
dugo na sobnoj temperaturi. Za pripremanje svih rastvora je korišćena dejonizovana voda 
prečišćena sa Millipore Milli-Q sistemom za vodu. 
 
 
 
Slika 16. Struktura TC boje (natrijum-(Z)-3-(5-hlor-2-((5-hlor-3-(3-sulfonatopropil) 
benzotiazol-2(3H)-iliden)metil)benzotiazol-3-ium-3-il)propan-1-sulfonat). 
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3.1.1. Ispitivanje citotoksičnih efekata nanočestica zlata 
 
Za ispitivanje citotoksičnih efekata su korišćeni: PB-max medijum (Invitrogen-
Gibco) za gajenje kultura limfocita periferne krvi, DMEM medijum (Dulbecco's Modified 
Eagle Medium, Invitrogen-Gibco) i teleći serum (FBS, Invitrogen-Gibco) za gajenje 
kulture fibroblasta kože; citohalazin B (Sigma, Aldrich), Gimza (Merck) za analizu 
mikronukleusa; formaldehid, 0,2% triton X-100, primarno anti-fosfo H2AX (Ser 139) 
monoklonsko antitelo, sekundarno antitelo obeleženo fluorescein-izotiocijanatom - FITC 
(Sigma, Aldrich) i DAPI (4',6'-diamidino-2-fenilindol) (Vector Laboratories) za 
imunocitohemijsku fluorescenciju. 
 
3.2 Sinteza nanočestica zlata 
 
Nanočestice zlata su pripremljene redukcijom KAuCl4/HAuCl4 u vodenom 
rastvoru, sa sveže pripremljenim rastvorom natrijum-borhidrida ili trinatrijum-citrata. Sve 
koloidne disperzije su čuvane na sobnoj temperaturi do sedam dana. 
Sinteza koloida zlata putem redukcije Au(III) sa NaBH4 izvedena je prema ranije 
opisanoj proceduri [121]. U 30 mL dejonizovane vode ohlađene u frižideru (4° C), je na 
magnetnoj mešalici uz energično mešanje, dodato 330 μL sveže pripremljenog rastvora 
0,1 M NaHB4 i 10 mL 1 mM KAuCl4, pri čemu je dobijena koloidna disperzija vino-
crvene boje, označena kao C6. U drugom slučaju, redukcijom 100 mL 0,2 mM vodenog 
rastvora KAuCl4 sa NaBH4, čija je finalna koncentracija u rastvoru bila 5,3 mM, na 
sobnoj temperaturi dobijena je koloidna disperzija rubin-crvene boje, označena kao C9,5. 
Sinteza koloida zlata putem redukcije Au(III) sa trinatrijum-citratom izvedena je 
prema modifikovanoj proceduri koju su dali K.C. Grabar i saradnici [122]. Uzorak od 
200 mL 1 mM HAuCl4 je zagrejan do ključanja uz energično mešanje u balonu sa 
okruglim dnom na koji je postavljen refluks kondenzator. Nakon toga je, u rastvor brzo 
dodato, u jednom slučaju 20 mL a u drugom 10 mL 38,8 mM rastvora trinatrijum-citrata. 
Rastvori su ostavljeni da ključaju još 15 minuta, a zatim su ohlađeni do sobne 
temperature uz konstantno mešanje. Obe sinteze su ponovljene po dva puta i dobijene su 
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koloidne disperzije sfernih čestica zlata različitih srednjih veličina (određenih TEM-om), i 
to u  prvom slučaju 15 i 17 nm koje su označene kao C15 i C17 i u drugom slučaju 30 i 
47 nm, označene kao C30 i C47. Trinatrijum-citrat ima dvostruku ulogu, redukuje jone 
Au
3+
 i stabilizuje formirane nanočestice zlata adsorbujući se na njihovoj površini. 
Variranjem odnosa citrat/zlato kontroliše se veličina dobijenih nanočestica zlata, odnosno 
upotrebom manje količine citrata dobijaju se veće nanočestice. Međutim, čak i kada se 
ponovi ista procedura za sintezu koloida, mogu se dobiti čestice različitih srednjih 
veličina, kao što je to dobijeno i u slučaju C15 i C17 s jedne strane i C30 i C47 s druge 
strane.  
Koncentracija nanočestica zlata je određena na osnovu dve metode:  
- iz molarnog apsorpcionog koeficijenta,  , za odgovarajuću srednju veličinu 
nanočestica zlata (određenu TEM merenjima) i apsorbancije na maksimumu talasne 
dužine, prema Lambert-Beer-ovom zakonu i 
- iz koncentracije zlata u koloidnoj disperziji, uzimajući u obzir prečnik nanočestice i 
gustinu zlata (jedn. (19)). 
 
Vrednost molarnog apsorpcionog koeficijenta za nanočestice zlata veličine 5-6 
nm određena u vodenoj disperziji na apsorpcionom maksimumu (λ=520 nm) iznosi 
1,1×10
7
 M
-1
 cm
-1 
[331], pa prema tome izračunata koncentracija nanočestica C6 u 
osnovnoj disperziji iznosi 7,4×10
-8
 M. Koncentracija nanočestica zlata C9,5 u osnovnoj 
disperziji je određena iz apsorbancije na maksimumu površinskog plazmona (λ= 518 nm) 
i molarnog apsorpcionog koeficijenta za nanočestice zlata veličine 9,5 nm, dobijene iz 
literaturnih podataka [332],  = 2,4×10
8
 M
-1
 cm
-1
, i iznosi 0,28×10
-8
 M. Za nanočestice 
zlata veličine 17 nm i 30 nm (C17 i C30), literaturni podatak za molarni apsorpcioni 
koeficijent,  , iznosi 6×10
8
 M
-1
 cm
-1 
[333] i 3×10
9
 M
-1
 cm
-1
 [334], pa su iz apsorbancije
 
na maksimumu površinskog plazmona (524 nm i 527 nm) određene koncentracije 
nanočestica u osnovnim disperzijama, koje iznose 0,74×10-8 M i 0,18×10-8 M.  
U slučaju nanočestica C15 i C47, uzimajući da su nanočestice zlata sfernog 
oblika, izračunata je koncentracija nanočestica (CNPs) korišćenjem sledeće formule: CNPs 
= C/n, pri čemu je C koncentraciji koloida zlata a n agregacioni broj, definasan kao: 
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 (19) 
 
 
gde je ρ gustina zlata (19,3 g/cm3), d je prečnik čestice, NA je Avogadrov broj čestica i M 
predstavlja atomsku masu zlata (196,97 g/mol). Izračunate vrednosti koncentracije 
nanočestica zlata su bile 1,1×10-8 M za C15 i 3,7×10-10 M za C47, uz pretpostavku da je 
redukcija Au(III) do atoma zlata 100% završena. 
 U Tabeli 2 su prikazane oznake za sve sintetizovane koloidne disperzije, 
odgovarajući redukcioni agensi i vrsta anjona u naelektrisanom sloju nakon redukcije 
Au(III), uslovi sinteze, talasna dužina na maksimumu apsorbancije, vrednosti molarnog 
apsorpcionog koeficijenta  (  ), koncentracije zlata i koncentracije originalno 
sintetizovanih nanočestica zlata. Potrebno je dodati da oznake koloida sadrže numeričku 
vrednost veličine čestice određene TEM merenjima. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
M
dN
n A



6
3
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Tabela 2. Karakterizacija nanočestica C6, C9,5, C17, C30, C15 i C47 
 
Oznaka 
koloid. 
disperz. 
Redukc. 
sredstvo 
Vrsta 
anjona u 
naelektr. 
sloju 
Uslovi 
sinteze 
λ max 
[nm] 
  
[M
-1
 cm
-1
] 
ref. 
[331-336] 
Konc. 
zlata 
[M] 
Konc. 
nanočestica 
[M] 
C6 
natrijum-
borhidrid 
boratni 4° C 517 1,1×10
7
 1×10
-3
 7,4×10
-8
 
C9,5 
natrijum-
borhidrid 
boratni 
sobna 
temperatura 
(20° C) 
518 2,4×10
8
 2×10
-4
 0,28×10
-8
 
C17 
trinatrijum-
citrat 
citratni 
ključanje 
(100° C) 
524 6×10
8
 1×10
-3
 0,74×10
-8
 
C30 
trinatrijum- 
citrat 
citartni 
ključanje 
(100° C) 
527 3×10
9
 1×10
-3
 0,18×10
-8
 
C15 
trinatrijum -
citrat 
citratni 
ključanje 
(100° C) 
523 2,7×10
8
 1×10
-3
 1,1×10
-8
 
C47 
trinatrijum -
citrat 
citratni 
ključanje 
(100° C) 
543 1,6×10
10
 1×10
-3
 3,7×10
-10
 
 
 
Pri mešanju koloidnih disperzija zlata sa TC bojom je u svim slučajevima 
zapreminski odnos bio 2:1. 
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3.3 Aparature 
 
3.3.1 TEM merenja 
 
Za proučavanje morfologije i veličine nanočestica Au korišćena je transmisiona 
elektronska mikroskopija (TEM). TEM merenja uzoraka koloida zlata sa i bez TC boje 
su izvedena na Hitachi H-7000 i JEOL 100CX mikroskopu uz radni napon od 100 kV. 
Uzorci su pripremljeni stavljanjem kapi rastvora na mikroskopsku mrežicu prekrivenu 
tankim slojem ugljenika. Nakon sušenja uzorci su ispitivani TEM-om. Da bi se dobila 
srednja veličina čestice, za svaki uzorak je merena veličina više od 200 nanočestica.  
 
3.3.2 DLS merenja 
 
DLS merenja, kao merenja dinamičkog rasejanja svetlosti su izvedena na 
instrumentu Zeta-sizer Nano, ZS sa 633 nm He-Ne laserom, opremljenim sa MPT-2 
Autotitratorom, Malvern, UK, na 25° C. Ovim instrumentom se mogu meriti čestice 
veličine od 0,6 nm do 6 μm. Dati instrument je korišćen za određivanje zeta potencijala 
Au nanočestica i Au/TC hibrida (agregata čestica-boja). Eksperimentalni podaci 
predstavljeni u ovom radu su srednja vrednost od najmanje osam uzastopnih merenja, pri 
čemu svaka kriva/merenje predstavlja srednji rezultat od 14 merenja (i svaka kriva, od 
ukupno 10, pripada posebnom merenju).  
 
3.3.3 Spektrofluorimetrijska merenja 
 
Emisija fotoluminiscencije je merena korišćenjem Fluorolog-3 Model FL3-221 
spektrofluorimetra (HORIBA Jobin-Yvon). Ekscitacioni i emisioni monohromatori sa 
dve rešetke i disperzijom 2,1 nm/mm (1200 brazdi/mm) su podešeni na 330 nm (ili 406 
nm) za ekscitaciju i 500 nm (420-600 nm) za emisiju. Za ekscitaciju je korišćena 
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ksenonska lampa a za merenja emisije je korišćen brzi TBX detektor sa odgovarajućom 
ugaonom konfiguracijom uz kivetu sa svetlosnim putem od 1 cm.  
Potrebno je naglasiti da, pri spektrofluorimetrijskim merenjima, brojne vrednosti 
intenziteta fluorescencije pri različitim merenjima istih uzoraka nisu bile konstantne, kao i 
da se na različitim tipovima spektrofluorimetara dobijaju različite merene vrednosti istih 
uzoraka. Time nije umanjena tačnost merenja, jer se pri obradi rezultata koriste i porede 
vrednosti u odnosu na maksimalnu vrednost intenziteta fluorescencije u određenom 
sistemu ili se, jednostavnosti radi, izvrši normalizovanje intenziteta u odnosu na 
maksimalnu vrednost intenziteta fluorescencije u datom - merenom sistemu.  
 
3.3.4 Spektrofotometrijska merenja 
 
Za merenje apsorpcionih spektara je korišćen Perkin Elmer Lambda 35 UV-Vis 
spektrofotometar, pri čemu je korišćena kvarcna kiveta sa dužinom svetlosnog puta 
(optička dužina puta) 1 cm.  
 
3.3.5 Kinetička merenja 
 
Za merenja brzine reakcije je korišćen stopped-flow dodatak spektrofotometru za 
brzu kinetiku, HIGH-TECH model SFA 12, koji se sastoji od dva šprica, povezana sa 
termostatiranom kvarcnom kivetom od  25 μl (0,25 cm3) i sa dužinom svetlosnog puta 1 
cm. Mrtvo vreme aparature (tj. vreme za koje smeša dva rastvora stigne do kivete u 
spektrofotometru) iznosi 20 ms. Zapreminski odnos za mešanje TC boje i Au koloida C6 
je bio 1:2. Brzina reakcije je određena iz promene apsorbancije na 475 nm – talasna 
dužina rezonancije ekscitona i fluorescencije na 490 nm. Sva kinetička merenja su bila 
reproduktivna u okviru granica greške od ±5%, a izračunate vrednosti konstanti brzina 
predstavljaju srednju vrednost od najmanje 5 merenja pod identičnim eksperimentalnim 
uslovima. Termostat sa granicom greške ± 0,1° C je korišćen za merenja na različitim 
temperaturama, u intervalu od 289 do 303 K. 
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3.3.6 FTIR merenja 
 
Interakcija nanočestica zlata sa TC bojom u vodenom rastvoru ispitivana je 
metodom transmisione spektroskopije infracrvenog zračenja (FTIR). Infracrveni spektri 
snimljeni su u modu atenuirane totalne refleksije (FTIR-ATR). Rezultati ove metode 
dobijeni su pomoću Thermo Electron Corporation Nicolet 380 spektrofotometra u 
opsegu talasnih brojeva od 4000 cm
-1 
do 400 cm
-1
 usrednjavanjem skupa podataka od 
200 članova. 
 
3.3.7 Mikroskopska merenja 
 
Ćelije sa mikronukleusima su analizirane AxioImager A1 mikroskopom (Carl 
Zeiss, Jena, Germany) sa uvećanjem od 400 ili 1000 puta. Za analizu ćelija sa γ-H2AX 
fokusima korišćen je epifluorescentni mikroskop Axiomager A1 (Carl Zeiss) i Image J 
program. 
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3.4 Metode ispitivanja citotoksičnih efekata nanočestica zlata 
 
Analiza MN (mikronukleusi) i CBPI (citokinezis-blok proliferativni indeks) 
urađena je na uzorcima krvi koji su dobijeni od tri zdrava donora, u skladu sa 
zdravstvenim i etičkim propisima Republike Srbije [337].  
 
3.4.1 Citokinezis blok-mikronukleusni (CB-MN) test 
 
Za analizu mikronukleusa (MN), alikvoti (0,5 mL) heparinizirane pune krvi 
ispitanika zasejani su u 4,5 mL PBmax medijuma (Invitrogen-Gibco). Postavljen je 
odgovarajući broj ćelijskih kultura koje su tretirane rastućim koncentracijama koloida 
zlata C15 i C47. Analiza mikronukleusa rađena je citokinezis blok-mikronukleusnim 
(CB-MN) testom [338]. Kulture limfocita su gajene 72 sata na 37º C, od čega poslednja 
24 sata u prisustvu citohalazina B (Sigma, Aldrich) finalne koncentracije 4 µg/mL. 
Nakon toga ćelije su isprane blagim hipotoničnim rastvorom (0,56 % KCl : 0,9 % NaCl, 
1:1), a zatim fiksirane u McCarnoy fiksativu (metanol : glacijalna sirćetna kiselina, 3:1) 3 
- 4 puta. Preparati su pravljeni nakapavanjem ćelijske suspenzije na mikroskopska 
predmetna stakla. Na vazduhu osušeni preparati su obojeni 2 %-tnim rastvorom alkalne 
Gimze (Merck). Analizirano je najmanje 1000 ćelija po uzorku upotrebom AxioImager 
A1 mikroskopa (Carl Zeiss) na uveličanju 400x ili 1000x. Sve analize su rađene u 
triplikatu. 
Proliferacija  ćelija in vitro je procenjena određivanjem broja ćelija sa 1-4 jedra na 
istim mikroskopskim predmetnim staklima. Rezultati ovih analiza su predstavljeni kao 
citokinezis-blok proliferativni indeks (CBPI, cytokinesis-block proliferation index). CBPI 
je računat po formuli: CBPI = MI + 2MII + 3[MIII+MIV]/N,  gde MI-MIV predstavlja 
broj ćelija sa 1-4 jedra, a N je ukupni broj analiziranih ćelija [339].   
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3.4.2 Tehnika imunocitohemijske fluorescencije (γ-H2AX esej) 
 
Za analizu γ-H2AX fokusa, korišćena je humana ćelijska linija fibroblasta kože 
(normal human dermal fibroblasts, PromoCell). Fibroblasti su gajeni pod standardnim 
uslovima za kulture tkiva u DMEM medijumu (Dulbecco's Modified Eagle Medium), 
obogaćenim sa 10%  telećeg seruma, na 37° C.  
Za tehniku imunocitohemijske fluorescencije, eksponencijalno rastuće 
fibroblastne ćelije zasejane su na odgovarajući broj polilizinskih pločica (Sigma-Aldrich) 
koje su inkubirane 24 h u sterilnim, vlažnim plastičnim petri šoljama, na 37° C. Nakon 
toga ćelije na polilizinskim pločicama tretirane su rastućim dozama koloidnih nanočestica 
zlata C15 i C47. Dvadesetčetiri sata nakon tretmana polilizinske pločice sa ćelijama su 
fiksirane u 4% formaldehidu, permeabilizovane sa 0,2% triton X-100, a zatim obeležene 
sa primarnim anti-fosfo H2AX (Ser 139) monoklonskim antitelom i sekundarnim 
antitelom obeleženim fluorescein-izotiocianatom - FITC (Sigma, Aldrich). Pločice su 
zatim obojene sa DAPI/Antifade (4',6'-diamidino-2-fenilindol) (Vector Laboratories), 
pokrivene pokrovnim pločicama i zalepljene lakom. Ćelije sa γ-H2AX fokusima 
analizirane su pomoću epifluorescentnog mikroskopa Axiomager A1 (Carl Zeiss) i Image 
J programa. 
 
3.4.3 Statistička analiza 
 
Statistička analiza vrednosti analiziranih parametara urađena je korišćenjem 
Product-Moment i parcijalnih korelacija statističkog 
„ “  za Microsoft Windows.  
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4 Rezultati 
 
 
4.1 Karakterizacija koloidnih čestica zlata 
 
Karakterizacija svih sintetizovanih koloidnih disperzija zlata, C6, C9,5, C15, C17, 
C30 i C47, izvršena je snimanjem apsorpcionih spektara, TEM i DLS merenjima, pri 
čemu je određena i raspodela čestica po veličini, kao i merenjem zeta potencijala.  
 
4.1.1 Apsorpcioni spektri koloidnih rastvora zlata 
  
Fotografije svih sintetizovanih koloidnih disperzija zlata sa različitim veličinama 
čestica, označenih kao C6, C9,5, C17, C30, C15 i C47 su prikazane na Slici 17.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 17. Fotografije koloidnih disperzija C30, C17, C9,5, C6, C15 i C47 
 
Vidi se da se, sa povećanjem veličine (prečnika) nanočestica u koloidnim 
disperzijama, boja rastvora menja od vino-crvene boje (C6) do ljubičaste (C47). 
Intenzivna apsorpcija nanočestica zlata potiče od kolektivnih oscilacija slobodnih 
elektrona u provodnoj traci pod dejstvom spoljašnjeg elektromagnetnog polja. Obojenost 
ovih rastvora potiče od lokalizovane rezonancije površinskih plazmona u vidljivoj oblasti. 
  71 
Pritom se sa povećanjem prečnika nanočestice, apsorpcioni maksimum pomera ka 
crvenoj oblasti tj. većim talasnim dužinama (Slika 17), što ima za posledicu različito 
obojenje rastvora pa je boja sve tamnija. Talasna dužina na kojoj će se javiti traka 
plazmona kao i apsorbancija zavise od procedure sinteze tj. od veličine i oblika 
nanočestica, rastojanja između čestica i dielektričnih konstanti sredine u kojoj se one 
nalaze [340-343]. 
 Na Slici 18 su prikazani apsorpcioni spektri koloidnih disperzija C6 (7,4×10
-8
 M), 
C9,5 (2,8×10
-9
 M), C17 (1,3×10
-9
 M) i C30 (3×10
-10
 M), koji su okarakterisani 
apsorpcionim maksimumima na 517 nm, 518 nm, 524 nm i 527 nm (Tabela 2) koji potiču 
od rezonancije površinskih plazmona.  
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Slika 18. Apsorpcioni spektri sintetizovanih koloidnih disperzija zlata C6 (7,4×10
-8
 M), 
C9,5 (2,8×10
-9
 M), C17 (1,3×10
-9
 M) i C30 (3×10
-10
 M) 
 
Na Slici 19 prikazani su UV-Vis apsorpcioni spektri koloidnih disperzija C15 i 
C47, koncentracija 1,1×10
-8
 M i 3,7×10
-10
 M, koji su okarakterisani apsorpcionim 
maksimumima na 523 i 543 nm (Tabela 2).  
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Slika 19. Apsorpcioni spektri sintetizovanih koloidnih disperzija zlata C15 (1,1×10
-8
 M) 
(a) i C47 (3,7×10
-10
 M) (b); boja krive odgovara boji rastvora 
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4.1.2 Određivanje veličine i oblika koloidnih čestica TEM merenjima 
 
 
TEM merenjima je određena veličina, oblik i distribucija svih sintetizovanih 
nanočestica zlata  i karakterizacija koloidnih disperzija C6, C9,5, C17 i C30 u prisustvu 
TC boje. 
 
4.1.2.1 TEM karakterizacija koloidnih čestica 
 
Veličine (prečnik, d) i oblik (morfologija) nanočestica zlata su ispitani TEM-om. 
Na Slici 20 je prikazana mikrografija sintetizovane koloidne disperzije C6. 
 
 
 
 
 
 
Slika 20. TEM mikrografija nanočestica C6 sa adsorbovanim boratnim jonima  
 
Kao primer, od Slike 21 do Slike 24 su prikazane mikrografije svih ostalih 
sintetizovanih koloidnih disperzija zlata sa adsorbovanim citratnim jonima (C15, C17, 
C30 i C47) uporedno sa odgovarajućim histogramima raspodele veličine čestica (PSD).  
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Slika 21. TEM mikrografija nanočestica C15 sa adsorbovanim citratnim jonima (levo) i 
odgovarajući histogram raspodele čestica (desno)   
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Slika 22. TEM mikrografija nanočestica C17 sa adsorbovanim citratnim jonima (levo) i 
odgovarajući histogram raspodele čestica (desno)  
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Slika 23. TEM mikrografija nanočestica C30 sa adsorbovanim citratnim jonima (levo) i 
odgovarajući histogram raspodele čestica (desno)   
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Slika 24. TEM mikrografija nanočestica C47 sa adsorbovanim citratnim jonima (levo) i 
odgovarajući histogram raspodele čestica (desno)  
 
Na osnovu TEM merenja, ustanovljeno je da su sve sintetizovane nanočestice 
zlata približno sfernog oblika sa relativno uskom distribucijom veličina. Dobijeni srednji 
prečnici (d), za sve sintetizovane nanočestice zlata su predstavljeni u Tabeli 3.  
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4.1.2.2 TEM karakterizacija koloidnih čestica u prisustvu TC boje  
 
TEM merenjima je ispitana i interferencija sintetizovanih koloidnih disperzija C6, 
C9,5, C17 i C30 sa TC bojom. Pritom je, u svim slučajevima, zapreminski odnos kod 
mešanja koloidnih disperzija i TC boje bio 2:1, a finalna koncentracija TC 1,67×10-5 M. 
Kao primer, od Slike 25 do Slike 27 su prikazane mikrografije koloidnih disperzija C6, 
C17 i C30 u prisustvu TC boje uporedno sa odgovarajućim histogramima raspodele 
veličine čestica (PSD).  
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Slika 25. TEM mikrografija nanočestica C6 u prisustvu TC boje (levo) i odgovarajući 
histogram raspodele čestica (desno) 
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Slika 26. TEM mikrografija nanočestica C17 u prisustvu TC boje (levo) i odgovarajući 
histogram raspodele čestica (desno)   
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Slika 27. TEM mikrografija nanočestica C30 u prisustvu TC boje (levo) i odgovarajući 
histogram raspodele čestica (desno)   
 
Upoređivane su individualne reakcije koloidnih disperzija sa TC bojom, a na Slici 
28 su kao primer prikazane tipične TEM mikrografije koloidnih disperzija C30 i C6 pre i 
nakon dodatka TC boje radi poređenja.  
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Slika 28. TEM analiza: Au nanočestice (C30) u odsustvu TC boje (a); Au nanočestice 
C30 u prisustvu TC boje (b); Au nanočestice (C6) u odsustvu TC boje (c); Au 
nanočestice C6 u prisustvu TC boje (d)  
 
Sa Slike 28 se može videti da se svojstva ovih čestica značajno razlikuju u 
prisustvu TC boje. Za razliku od čestica C30, prisustvo TC boje izaziva aglomeraciju 
nanočestica C6, pri čemu je izmerena veličina ovih Au/TC hibridnih čestica u opsegu 21-
47 nm (Slika 28 (d)). Do aglomeracije je došlo usled narušavanja stabilnosti čestica malih 
dimenzija i velike površinske energije u prisustvu TC boje koja je formirala J-agregate. 
Pored toga, ovakav rezultat jasno ukazuje da dolazi do smanjenja odbojnih sila 
difuzionog sloja između negativno naelektrisanih nanočestica C6 nakon adsorpcije TC 
boje, na taj način olakšavajući agregaciju. Ovo ukazuje na to da prisustvo TC boje u 
ovom rastvoru koloida utiče na rast nanočestica. 
 I u slučaju koloida C30 (veće Au nanočestice, Slika 23 i 28 (a)) i C17 (Slika 22) 
TC boja je adsorbovana na površini nanočestica Au, što se može videti iz promene 
  79 
kontrasta na TEM mikrografiji (Slika 27 i 28 (b) i Slika 26). Međutim, adsorpcija TC 
boje na ovim nanočesticama Au nema značajnog uticaja na veličinu čestice i ne izaziva 
aglomeraciju, već izvesno uređenje čestica.       
 
 
4.1.3 Određivanje veličine koloidnih čestica DLS metodom 
 
4.1.3.1 DLS karakterizacija sintetizovanih koloidnih čestica zlata 
 
Veličine čestica svih sintetizovanih koloidnih disperzija, kao i raspodela veličina 
čestica po intenzitetu i zapremini, je određena i metodom dinamičkog rasejanja svetlosti 
(DLS metoda). Za razliku od TEM merenja, vrednost srednjeg prečnika nanočestica koja 
se dobija DLS merenjima, d, predstavlja hidrodinamički prečnik sfere (tj. prečnik čestice 
sa hidratacionim omotačem) koja ima istu zapreminu kao čestica i predstavlja srednju 
vrednost prečnika svih merenih čestica (Tabela 3).  
Poređenje rezultata dobijenih TEM i DLS merenjima (Tabela 3) je pokazalo da su 
veličine čestica dobijene TEM merenjima bile manje od istih dobijenih DLS merenjima, 
pošto se kod merenja veličine čestice DLS metodom uzima u obzir i dodati rastvarač ili 
stabilizator koji se kreće zajedno sa česticom. Pritom, može se primetiti da je razlika u 
vrednosti prečnika dobijenog TEM i DLS metodom, u prisustvu TC boje značajna samo 
u slučaju najmanjih sintetizovanih čestica, C6. Osim toga, potrebno je naglasiti da DLS 
metodom dobijamo informacije koje se odnose na veličinu agregata pre nego na prečnik 
individualne nanočestice, dok se kod TEM-a meri vrednost zasnovana na distribuciji 
veličine čestica samo na osnovu fizičke veličine (u fizičkom smislu).  
 
4.1.3.2 DLS karakterizacija sintetizovanih koloidnih čestica zlata u prisustvu TC 
 
 
Da bi se ispitao uticaj TC boje na svojstva koloidnih disperzija C6, C9,5, C17 i 
C30, izvršena su DLS merenja i u prisustvu 1,67×10-5 M TC boje.  
Srednje vrednosti prečnika sintetizovanih nanočestica zlata (d), dobijene TEM i 
DLS merenjima (PSD po zapremini i intenzitetu), zajedno sa vrednostima indeksa 
polidisperznosti (PDI) u odsustvu i prisustvu 1,67×10
-5
 M TC, date su u Tabeli 3. 
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Tabela 3. Srednje vrednosti prečnika nanočestica zlata dobijene TEM i DLS merenjima i 
indeks polidisperznosti u odsustvu i prisustvu 1,67×10
-5
 M TC 
 
* procentni udeo čestice koje imaju datu veličinu 
O
zn
a
k
a
 k
o
lo
id
a
 
Srednja vrednost prečnika,  
d, (nm) 
 
 
PDI 
(indeks 
polidisperz.) 
 
 
 
 
 
TEM 
merenja 
 
  
DLS metoda 
P
S
D
 
(p
o
 z
a
p
re
m
in
i)
 
  
PSD (po intenzitetu) 
 
Pik 1:  
z, nm 
(Int %)
*
 
 
Pik 2:  
z, nm 
(Int %)
*
 
 
Pik 3:  
z, nm 
(Int %)
*
 
C6 6±0,5 10±1 
10,94 
(80,4%) 
36,19 
(14,5%) 
104,1 
(5,13%) 
0,548±0,050 
C6 
+TC 
21-47 35±1 
35,5 
(96,7%) 
103,3 
(3,3%) 
− 0,455±0,025 
C9,5 9,5±0,5 11±1 
10,9 
(97%) 
85,2 
(3%) 
− 0,554±0,030 
C9,5
+TC 
9,5±1 11±3 11,1 
(95,9%) 
83,3 
(4,1%) 
− 0,506±0,171 
C15 15±2 17,93±0,34 – – – 0,300±0,030 
C17 17±0,5 19±1 20,2 
(98,5%) 
102 
(1,5%) 
– 0,300±0,003 
C17
+TC 
17±1 19±2 19,2 
(80%) 
    30,1 
(20%) 
– 0,340±0,068 
C30 30±0,5 33±1 
33,1 
(85%) 
45 
(15%) 
– 0,334±0,062 
C30
+TC 
30±1 33±3 
33,2 
(98%) 
102 
(2%) 
– 0,364±0,005 
C47 47±2 49,44±2,76 – – – 0,334±0,062 
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 Za ilustraciju su kao primer dati DLS grafici raspodele veličine čestica (PSD), 
zasnovana na merenju rasejanja svetlosti po zapremini i intenzitetu. Merenja su izvedena 
korišćenjem 5×10-8 M rastvora nanočestica C6, u odsustvu i prisustvu 1,67×10-5 M TC 
boje. Sva  merenja su rađena na temperaturi od 25º C, pri čemu je indeks refrakcije bio 1.  
 Na Slici 29 (a) i (b) je predstavljena raspodela veličina čestica po zapremini DLS 
metodom za koloidnu disperziju C6 bez i u prisustvu TC boje, dok je raspodela veličina 
čestica po intenzitetu data na Slici 30 (a) i (b).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 29. PSD po zapremini za Au solove C6 (a) i C6+TC (b)  
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Slika 30. PSD po intenzitetu za Au solove C6 (a) i C6+TC (b) 
 
 
U Tabeli 4 i 5 su date odgovarajuće vrednosti prečnika čestice, indeks 
polidisperznosti, intenziteti pikova i površina ispod pikova u procentima (%) za 10 
pojedinačnih merenja, kao i njihove srednje vrednosti za nanočestice C6 u odsustvu i 
prisustvu TC.  
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Tabela 4. Srednje vrednosti prečnika nanočestice C6, d, PDI i srednji intenziteti pikova 
 
B
r.
 
sn
im
an
ja
 
d 
(nm) 
PDI 
Pik 1 
srednji 
intenz. 
d 
(nm) 
Pik 2 
srednji 
intenz. 
d 
(nm) 
Pik 3 
srednji 
intenz. 
d 
(nm) 
Pik 1 
površina 
intenz. 
(%) 
Pik 2 
površina 
intenz. 
(%) 
Pik 3 
površina 
intenz. 
(%) 
1 8,5 0,134 10,2 26,2 105,3 64,7 17,4 6,1 
2 10,3 0,747 10,5 55,8 100,9 69,3 16,3 4,6 
3 11,7 0,763 10,6 28,3 101,2 77,9 12,9 4,9 
4 11,9 0,527 10,4 26,7 97,9 82,3 14,7 5,5 
5 12,2 0,677 11,9 28,6 107,8 88,2 18,1 6,9 
6 9,7 0,560 10,7 35,4 99,7 71,9 13,3 4,5 
7 10,8 0,521 11,4 51,3 103,1 89,7 12,5 3,9 
8 9,7 0,529 10,9 57,8 104,8 88,6 14,7 5,7 
9 13,0 0,512 11,2 29,5 102,9 84,1 12,8 4,4 
10 10,8 0,511 11,6 22,3 117.4 87,4 11,9 4,8 
sr
ed
n
ja
 
v
re
d
n
o
st
 
10,9 0,548 10,94 36,19 104,1 80,41 14,46 5,13 
 
Ovo npr. znači da Pik 1 pokazuje da 80,41 % čestica ima veličinu 10,94 nm, Pik 
2 da je 14,46 % čestica veličine 36,19 nm i Pik 3 da je 5,13 % čestica veličine104,1 nm. 
Pritom je srednja vrednost veličine čestice d = 10,9 ± 1,00 i PDI = 0,548 ± 0,05. 
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Tabela 5. Srednje vrednosti prečnika nanočestice C6+TC, d, PDI i srednji intenziteti 
pikova 
 
B
r.
 
sn
im
an
ja
 
d 
(nm) 
PDI 
Pik 1 
srednji 
intenz. 
d 
(nm) 
Pik 2 
srednji 
intenz. 
d 
(nm) 
Pik 3 
srednji 
intenz. 
d 
(nm) 
Pik 1 
površina 
intenz. 
(%) 
Pik 2 
površina 
intenz. 
(%) 
Pik 3 
površina 
intenz. 
(%) 
1 39,7 0,243 40,5 106,4 − 70,5 3,2 − 
2 26,8 0,216 15,1 116,2 − 79,9 4,1 − 
3 41,3 0,217 30,4 104,4 − 90,4 3,4 − 
4 41,1 0,389 40,7 96,7 − 90,7 3,1 − 
5 32,9 0,627 60,1 106,8 − 115 3,2 − 
6 29,7 0,549 30,2 106,7 − 95,0 3,5 − 
7 34,4 0,639 20,8 83,7 − 95,9 2,4 − 
8 27,5 0,771 40,6 109,8 − 111 2,6 − 
9 46,3 0,326 25,9 110,3 − 110 3,4 − 
10 35,5 0,570 50,8 91,9 − 109 3,6 − 
sr
ed
n
ja
 
v
re
d
n
o
st
 
35,5 0,455 35,5 103,3 − 96,74 3,2 − 
 
 Pik 1 pokazuje da 96,74 % čestica ima veličinu 35,5 nm, a Pik 2 da je 3,2 % 
čestica veličine 103,3 nm. Pritom je srednja vrednost veličine čestice d = 35,5 ± 1,00 i 
PDI = 0,455 ± 0,025. 
 Iz dobijenih rezultata se može zaključiti da su veličine nanočestica zlata na kojima 
je adsorbovana TC boja, dobijenih DLS metodom, u svim slučajevima neznatno veće od 
veličina nanočestica zlata bez TC boje, osim u slučaju najmanjih sintetizovanih 
nanočestica C6, gde je ova razlika dosta veća. Ovo je u skladu sa očekivanjima, jer se pri 
adsorpciji molekula TC boje na nanočesticu zlata uvećava hidrodinamički prečnik ovih 
nanočestica. Pomeranje vrha (maksimuma) krivih ka nižim vrednostima prečnika ukazuje 
na polidisperznost ovih solova (Tabela 3).  
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4.1.4 Merenja zeta potencijala 
 
Poznato je da se nanočestice zlata sintetizovane po metodama opisanim u 
poglavlju 3.2 sastoje od elementarnog jezgra zlata okruženog dvostrukim slojem 
negativno naelektrisanih jona [136]. Ova naelektrisanja su određena merenjem zeta 
potencijala čestice u svakom pojedinačnom sistemu. Naime, za sve osnovne koloidne 
disperzije zlata meren je pH i zeta potencijal, a u slučaju koloidnih disperzija C6, C9,5, 
C17 i C30 merenja zeta potencijala i provodljivosti su izvedena i u prisustvu 1,67×10
-5
 M 
TC boje (Tabela 6).  
    
Tabela 6. pH, zeta potencijal i provodljivost sintetizovanih koloidnih disperzija zlata u 
odsustvu i prisustvu 1,67×10
-5
 M TC boje 
 
Koloid 
Koncentracija 
(M) 
pH 
Zeta potencjial (mV) Provodljivost (μS/cm) 
bez TC sa TC bez TC sa TC 
C6 7,4×10
-8
 6,54 -36,0±2,0 -32,0±0,5 221±9 286±8 
C9,5 0,28×10
-8
 9,18 -37,3±0,7 -34,1±0,8 479±1 383±9 
C15 1,1×10
-8
 8,5 -44,9±1,3 – – – 
C17 0,74×10
-8
 5,59 -43,9±1,3 -41,8±0,9 1060±14 768±9 
C30 0,18×10
-8
 3,81 -38,0±0,8 -35,8±0,9 649±2 498±4 
C47 3,7×10
-10
 8,5 -38,0±0,8 – – – 
 
 Može se primetiti da, sa povećanjem količine negativno naelektrisanih citratnih 
odnosno boratnih jona adsorbovanih na površini sintetizovanih nanočestica Au raste i 
apsolutna vrednost zeta potencijala. Pored toga, sa dodatkom TC boje u koloidne 
disperzije C6, C9,5, C17 i C30 nije došlo do promene pH vrednosti, ali se može 
primetititi blago smanjenje vrednosti zeta potencijala. Uzrok ovog smanjenja zeta 
potencijala bi mogao biti u slabim elektrostatičkim interakcijama između 
citratnih/boratnih anjona adsorbovanih na površini nanočestice i pozitivno naelektrisane 
tiazolne vrste TC boje. Rezultat ovakve interakcije je delimična neutralizacija zeta 
potencijala ovih nanočestica zlata.  
 Poznato je da dodavanje organskih jedinjenja, koja ne disosuju u vodenom 
rastvoru, ima za posledicu smanjenje provodljivosti. Slični rezultati su dobijeni i nakon 
dodatka TC boje u koloidne disperzije C30, C17 i C9,5 (Tabela 6). Međutim, u slučaju 
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koloida C6 je nakon dodatka TC boje došlo do porasta provodljivosti usled formiranja J-
agregata boje [344,345]. 
 Ovim rezultatima je potvrđeno da su sve sintetizovane nanočestice Au negativno 
naelektrisane na površini, kao i Au/TC hibridne čestice C6, C9,5, C17 i C30.  
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4.2 Adsorpcija TC boje na površini nanočestica zlata 
 
 Za ispitivanje adsorpcije TC boje na površini nanočestica zlata korišćene su 
koloidne disperzije C6, C9,5, C17 i C30. U tom cilju su snimani apsorpcioni i 
fluorescentni spektri TC boje (poglavlje 4.2.1), a potom je posebno ispitivana reakcija 
boje sa: 
 a) koloidnim disperzijama sa adsorbovanim citratnim jonima (C17 i C30), 
poglavlje 4.2.2 
 b) koloidnim disperzijama sa adsorbovanim boratnim jonima (C6 i C9,5), 
poglavlje 4.2.3 i 
 c) formiranje J-agregata TC boje u prisustvu koloida C6, poglavlje 4.2.4. 
 
 Pritom su izračunate konstante ravnoteže za proces adsorpcije (poglavlje 4.2.2.5 
i 4.2.3.5), a posebno je ispitana kinetika i mehanizam formiranja J-agregata dobijenih na 
površini samo jednog od koloida zlata - C6 i utvrđeni su aktivacioni parametri za ovu 
reakciju (poglavlje 4.2.4.3 b). Osim toga, ispitan je i uticaj metalnih katjona u različitim 
oksidacionim stanjima na reakciju J-agregacije (poglavlje 4.2.4.4). 
 
 
4.2.1 Apsorpcioni i fluorescentni spektri TC boje 
 
Apsorpcioni spektar TC boje (Slika 31) u vodenom rastvoru pokazuje dva 
karakteristična maksimuma. Maksimum na nižoj talasnoj dužini (409 nm) se označava 
kao D-traka i pripisuje se dimeru TC boje ( 22TC ), dok se maksimum na višoj talasnoj 
dužini (429 nm) označava kao M-traka i pripisuje se monomeru TC boje ( TC ) [12]. 
Boja je u vodenom rastvoru najverovatnije prisutna u obliku uravnotežene smeše 
monomera i dimera, slično drugim tiocijanskim bojama koje je proučavao Chibisov sa 
saradnicima [79]. 
 Praćenjem spektralnih promena TC boje u zavisnosti od njene koncentracije u 
rastvoru, predstavljenih na Slici 31, uočava se da sa povećanjem koncentracije TC dolazi 
do povećanja intenziteta apsorbancije dimera u poređenju sa monomerom. Ova činjenica 
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ukazuje da u oblasti niskih koncentracija TC dominira monomerni oblik, dok pri većim 
koncentracijama boje raste koncentracija dimera.      
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Slika 31. Apsorpcioni spektri TC boje koncentracija 0,7×10
-5
 M (1); 1,67×10
-5
 M (2); 
2,6×10
-5
 M (3); 3,5×10
-5
 M (4); 5×10
-5
 M (5) 
  
Na Slici 32 je prikazan apsorpcioni spektar 1,67×10
-5
 M TC zajedno sa 
fluorescentnim spektrom boje,  koji je skladu sa literaturnim podacima [346,347]. 
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Slika 32. Apsorpcioni i fluorescentni spektar 1,67×10
-5
 M TC boje  
  89 
Sa Slike 32 se može uočiti da je fluorescentni spektar boje okarakterisan 
maksimumom fluorescencije na 485 nm, koji potiče od monomera TC boje. Da bi se 
ispitao uticaj koncentracije boje u rastvoru na intenzitet fluorescencije, snimljeni su i 
fluorescentni spektri TC boje nižih koncentracija (0,5×10-5 - 1,67×10-5 M) i prikazani na 
Slici 33.  
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Slika 33. Fluorescentni spektri TC boje koncentracija 0,5×10
-5
 M (1);  0,7×10
-5
 M (2); 
0,9×10
-5
 M (3); 1,0×10
-5
 M (4); 1,1×10
-5 
(5); 1,2×10
-5 
M (6); 1,3×10
-5 
M (7); 1,4×10
-5 
M 
(8); 1,5×10
-5 
M (9); 1,67×10
-5
 M (10) 
 
 Sa Slike 33 se može videti da  sa povećavanjem koncentracije boje u rastvoru 
intenzitet fluorescencije raste.   
 Izvedena zavisnost intenziteta fluorescencije od koncentracije TC predstavljena je 
na Slici 34. 
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Slika 34. Zavisnost intenziteta fluorescencije TC na 485 nm od koncentracije TC 
 
 Sa slike 34 se može uočiti da zavisnost intenziteta fluorescencije od koncentracije 
TC podleže Lambert-Beer-ovom zakonu. Dobijena su dva opsega linearnosti, jedan u 
slučaju koncentracija nižih od ~0,7×10-5 M gde pravolinijska zavisnost ima manji nagib i 
drugi pri koncentracijama većim od ~0,7×10-5 M gde je veći nagib. Ovakva razlika bi 
mogla da ukazuje da se pri višim koncentracijama boje pojačavaju interakcije među 
molekulima boje, pa je veća mogućnost za različite vidove agregacije kao i na prisutnost 
efekta unutrašnjeg filtera pri čemu dolazi do reapsorpcije fotona od strane boje. 
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4.2.2 Ispitivanje interakcije između TC i nanočestica zlata sa adsorbovanim 
citratnim jonima 
 
4.2.2.1 Spektrofotometrijska merenja  
 
Da bi se ispitala reakcija koloidnih disperzija C17 i C30 sa TC bojom snimani su 
apsorpcioni spektri rastvora koji sadrže 1,67×10-5 M TC i koloidne disperzije C17 
(8,7×10
-10
 M) i C30 (2×10
-10
 M), na sobnoj temperaturi (20° C). Na Slici 35 su prikazani 
apsorpcioni spektri koloidnih disperzija C17 i C30 u odsustvu (krive 2,3) i prisustvu boje 
(krive 4,5).  
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Slika 35. Apsorpcioni spektri 1,67×10
-5
 M TC boje (1), 8,7×10
-10
 M koloida C17 (2) i 
2×10
-10
 M koloida C30 (3) pre i posle mešanja boje i koloida C17 i C30 (4,5) 
 
Sa Slike 35 se može videti da su apsorpcioni spektri koloida C30 i C17 nakon 
dodatka TC boje (krive 4 i 5) okarakterisani pikovima koji potiču od monomera i dimera 
boje i pomeranjem plazmonskog pika za 3 nm ka crvenoj oblasti (sa 523 nm na 526 nm 
za C17 i 527 nm na 530 nm za C30). Do promene položaja plazmonskog pika došlo je 
zbog promene indeksa refrakcije okruženja nanočestica zlata u prisustvu TC boje. Ova 
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činjenica ukazuje na dobru stabilnost ovih čestica usled adsorpcije citratnih jona na 
njihovoj površini, a što je u skladu i sa TEM merenjima (poglavlje 4.1.2.2), gde se na 
mikrografijama (Slike 26 i 27 (28b)) može videti da adsorpcija TC boje na ovim 
nanočesticama Au nema značajnog uticaja na veličinu čestice i ne izaziva aglomeraciju, 
već  izvesno uređenje čestica. Pored toga, u ovom slučaju do adsorpcije TC boje dolazi 
pretežno zbog slabe interakcije između TC boje i jona adsorbovanih na površini čestica. 
Pritom su rastvori ostali bistri (transparentni) bez znakova taloženja čestica. 
 
4.2.2.2 Spektrofluorimetrijska merenja 
 
 U cilju daljeg ispitivanja interakcija nanočestica zlata C17 i C30 sa TC bojom, 
praćene su promene intenziteta fluorescencije boje nakon dodatka ovih koloidnih 
disperzija. Kao što je spomenuto u poglavlju 4.2.1, vodeni rastvor TC boje ima jaku 
fluorescenciju sa emisionim maksimumom na 485 nm, pri čemu je talasna dužina 
ekscitacije, λex, bila 406 nm. U ovakvim eksperimenatlnim uslovima nanočestice Au 
nemaju fluorescenciju. Na Slici 36 su prikazani fluorescentni spektri 1,0×10
-6
 M rastvora 
TC boje pre (kriva 1) i nakon dodatka koloidne disperzije C17 (krive 2-7).  
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Slika 36. Promena fluorescentnih spektara 1,0×10
-6
 M TC (1) nakon dodatka koloida 
C17 u zavisnosti od koncentracije nanočestica Au: 4,9×10-10 M (2); 9,85×10-10 M (3); 
1,48×10
-9
 M (4); 2,47×10
-9
 M (5); 3,45×10
-9
 M (6); 4,44×10
-9
 M (7) 
 (nm)
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Slični rezultati su takođe dobijeni i za koloid C30, Slika 37. 
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Slika 37. Uticaj koloida C30 na fluorescentni spektar 1,0×10
-6
 M TC boje. Koncentracije 
nanočestica: 4,76×10-11 M (1); 1,3×10-10 M (2); 1,95×10-10 M (3); 4,62×10-10 M (4); 
6,46×10
-10
 M (5); 7,7×10
-10 
M (6) 
 
 
 Može se primetiti da sa povećanjem koncentracije nanočestica C17 i C30 u 
rastvoru boje dolazi do slabljenja intenziteta fluorescencije boje, što ukazuje na gašenje 
fluorescencije boje nakon adsorpcije na nanočesticama zlata. U literaturi 
[1,17,77,240,244,346,347] je opisano mnogo primera gde se gašenje (engl. quenching) 
pobuđenog stanja hromofore pripisuje prenosu energije ka površini metalne čestice. 
Međutim, u slučaju hibridnih struktura sa metalnom nanočesticom kao jezgrom, prenos 
energije zavisi od veličine i oblika nanočestice, udaljenosti između boje i površine 
nanočestice, orijentacije molekulskog dipola boje u odnosu na osu boja-nanočestica i 
preklapanja emisije boje sa apsorpcijom nanočestice [17,348]. U ovom slučaju, kao što je 
to prikazano na Slici 38, normalizovan fluorescentni spektar TC boje se delimično 
preklapa sa apsorpcionim spektrom nanočestica Au, na osnovu čega se može očekivati 
prenos energije sa pobuđenog molekula TC na površinu nanočestice Au. 
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Slika 38. Normalizovan fluorescentni spektar TC boje (1) i apsorpcioni spektar C17 (2) 
 
 Ranije je opisano u literaturi [349] da površinski plazmon ima svojstva efikasnog 
akceptora energije na rastojanju od 1 nm između boje i površine nanočestice Au. Važno 
je naglasiti da je kod ispitivanih koloida C17 i C30, citratni sloj na površini nanočestica 
Au dovoljno tanak (<0,6 nm) [350], što omogućava pojačane interakcije između 
radijacija elektromagnetnog polja boje i površine nanočestice. Uzimajući u obzir veličinu 
molekula TC boje, 2,5 nm × 1,5 nm × 0,5 nm [76], očekuje se relativno mala udaljenost 
između molekula boje i nanočestice Au, čime je omogućeno gašenje fluorescencije boje. 
Emisija koja potiče of hromofora koje se nalaze u blizini površine metalne nanočestice na 
udaljenosti manjoj od 5 nm, se gasi uglavnom zbog prenosa energije ekscitacije ili 
prenosa naelektrisanja na plazmon metalne nanočestice [17]. Zbog simetrije nanočestice, 
prenos energije na sferne nanočestice Au se može ostvariti za bilo koju orijentaciju 
dipolnog momenta (električni dipolni momenat koji se odnosi na prelaz između dva 
stanja) boje u odnosu na površinu nanočestice, što nije slučaj kod sistema boja-boja 
[261].  
 Ovde je važno naglasiti i da, pošto su svi uzorci snimani u vodenom rastvoru, 
spektri predstavljeni na Slici 36 i 37 sadrže i doprinos Ramanovog rasejanja vode (za 
ekscitaciju na 406 nm Ramanov pik rasejanja vode se dobija na 470,6 nm). To se može 
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videti na Slici 39, gde je prikazana oštra Ramanova traka vode zajedno sa 
normalizovanim fluorescentnim spektrom TC u prisustvu i odsustvu koloida C17. 
 
Slika 39. Poređenje normalizovanog fluorescentnog spektra TC boje u odsustvu (1) i 
prisustvu C17 (2) sa Ramanovom trakom vode (3) 
 
 Sa povećanjem koncentracije C17 u rastvoru TC boje, intenzitet fluorescencije se 
smanjuje zbog prisustva nanočestica koje gase fluorescenciju. Doprinos Ramanovog 
rasejanja vode nije zanemarljiv kod uzoraka sa manjom emisijom fluorescencije (uzorci 
4-7, Slika 36) i utiče na oblik spektra i njegov mali pomeraj ka plavoj oblasti (ka manjim 
talasnim dužinama). Prema tome, može se izvesti zaključak da su spektri predstavljeni na 
Slici 36 i 37 rezultat emisije fotona (tj. radijativnog procesa, kao načina prenosa energije) 
slobodnih molekula boje u rastvoru, koji predstavljaju jedinu emitujuću vrstu u rastvoru.      
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4.2.2.3  FTIR  spektri 
 
Da bi se bolje razumela interakcija između TC boje i koloida zlata, snimani su i 
FTIR spektri koloida zlata u prisustvu TC boje i upoređivani sa istim za samu TC boju i 
sam koloid. Na Slici 40 su, i u oblasti niskih i visokih frekvencija, predstavljeni 
odgovarajući spektri u slučaju koloida C30. Slični rezultati su dobijeni i za koloid C17.  
 
 
Slika 40. FTIR spektri TC boje (a), nanočestica Au (koloid C30) sa adsorbovanim 
citratnim jonima (b) Au koloid C30 u prisustvu TC boje (c) 
 
 Karakteristične trake u FTIR spektru TC boje, Slika 40 (a), se javljaju na oko 
3023 cm
-1 
(CH istežuće vibracije koje se odnose na dvostruke veze), 2923 cm-1 (alifatične 
CH istežuće vibracije), 2100 cm-1 (istežuće vibracije –SCN grupe), 1510 cm-1 (slaba traka 
koja odgovara istežućim vibracijama C=N grupe u tiazolnom prstenu), 1380 cm-1 i 1480 
cm
-1
 (istežuće vibracije prstena) i set pikova u opsegu 900-780 cm-1 koji potiču od 
vibracija u aromatičnoj strukturi. 
U FTIR spektru nanočestica zlata sa adsorbovanim citratnim jonima, Slika 40 (b), 
se uočavaju pikovi u opsegu 2927-2857 cm-1 koji potiču od istežućih vibracija CH2 grupe 
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iz citrata, dok trake na 1520 cm
-1
 i 1480 cm
-1
 odgovaraju asimetričnim i simetričnim 
istežućim vibracijama karboksilne grupe.  
 U FTIR spektru Au nanočestica sa adsorbovanom bojom, Slika 40 (c), uočavaju 
se karakteristične trake koje potiču od same boje i Au nanočestica kao i sledeće 
promene:  
 
 (1) u poređenju sa spektrom Au nanočestica sa adsorbovanim citratnim jonima dolazi do 
širenja i pomeranja trake na 2898 cm-1 usled istežućih vibracija CH2 grupe,  
(2)  dolazi do pomeranja trake na 2977 cm
-1
, koja
 potiče od same TC boje usled istežućih 
CH vibracija u aromatičnom prstenu, ka nižim frekvencijama,  
(3) dolazi do pomeranja pika na 2100 cm
-1
 (Slika 40 (b)), koji potiče od istežućih 
vibracija –SCN grupe na 2163 cm-1  i do pojave dve dodatne trake na 2036 i 1972 cm-1,  
(4) primećeno je pomeranje i povećanje intenziteta trake na 1392 cm-1 koja potiče od 
istežućih vibracija prstena i trake na 1255 cm-1 koja potiče od C-O vibracija,  
(5) javlja se dodatna traka na 1043 cm
-1
, koja se pripisuje kombinaciji frekvencija koje 
potiču od (C-O + S=O) vibracija.  
Povećanje intenziteta traka na 1255 i 1043 cm-1 ukazuje na interakciju karbonilne 
grupe citratnog jona sa molekulima TC boje. Pored toga, u sva tri FTIR spektra se javlja 
široka traka u oblasti 1620-1730 cm-1, najverovatnije usled prisustva vode u svim 
merenim uzorcima. Poređenjem spektra TC boje (Slika 40 (a)) i nanočestica Au sa 
adsorbovanim citratnim jonima (Slika 40 (b)), može se primetititi da je došlo do 
povećanja intenziteta ove trake usled istežućih vibracija (γ(COOH) karboksilne grupe. U 
spektru koloida zlata sa adsorbovanom TC bojom (Slika 40 (c)) dolazi do smanjenja 
intenziteta ove trake i njenog nestajanja. Iz ovih rezultata se može izvesti zaključak da je 
adsorpcija TC boje na negativno naelektrisanoj površini nanočestica (sa adsorbovanim 
karboksilatnim jonima), moguća samo ako su molekuli boje orijentisani na taj način, da je 
tiazolni prsten koji nosi parcijalno pozitivno naelektrisanje okrenut ka površini 
nanočestice zlata.    
 Važno je napomenuti da se tiazolni prsten karakteriše velikom π–elektronskom 
delokalizacijom i da pozitivno naelektrisanje sumpora raste u prisustvu pozitivnog azota 
[78]. Međutim, zbog sternog uticaja, propilsulfonatna grupa boje može zauzeti stabilnu 
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konformaciju u kojoj su atomi sumpora i azota bliže jedno drugom. Ovaj efekat dovodi 
do većeg razdvajanja naelektrisanja pri čemu pozitivno naelektrisanje na azotu raste dok 
sumpor postaje manje pozitivan (Shema 2).  
 
 
Shema 2. Shematski prikaz pomeranja elektronske gustine u tiazolnom prstenu TC boje 
 
 Iz ovoga se može izvesti zaključak da interakcija između nanočestica zlata i boje 
nije jaka i odigrava se kombinacijom π-π interakcija i elektrostatičkih interakcija između 
pozitivno naelektrisanih tiocijanskih grupa boje i negativno naelektrisanih karboksilnih 
grupa na površini nanočestice. Lim i saradnici [76] su dobili slične rezultate kod 
ispitivanja interakcije pozitivno naelektrisane amonijumske vrste cijanske boje i 
karboksilata koji se nalaze na površini nanočestica zlata. Važno je naglasiti da su dobijeni 
rezultati u skladu sa UV-Vis merenjima, koja pokazuju da u prisustvu TC boje nema 
značajnih pomeranja apsorpcionog maksimuma koji potiče od rezonancije površinskih 
plazmona nanočestica, koja bi ukazala na jaču međusobnu interakciju.   
  
4.2.2.4 Gašenje  fluorescencije 
 
Za ispitivanje uticaja nanočestica zlata na fluorescenciju TC boje, urađene su dve 
serije merenja mešanjem TC boje i koloidnih disperzija C17 i C30. U prvom 
eksperimentu je ispitivana zavisnost intenziteta fluorescencije TC na 485 nm od 
koncentracije nanočestica pri konstantnoj koncentraciji TC, a u drugom od koncentracije 
boje pri konstantnoj koncentraciji nanočestica. 
Kao što je ranije objašnjeno u poglavlju 2.3.2.1 još jedan važan efekat može 
dovesti do smanjenja intenziteta fluorescencije i mora se uzeti u obzir. To je efekat 
unutrašnjeg filtera, pri kojem dolazi do reapsorpcije fotona od strane smeše 
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komponenata. Da bi se uzeo u obzir ovaj efekat, opisan u literaturi od strane Lakowicz-a 
[231], za izračunavanja kod merenih fluorescentnih spektara primenjen je jednostavan 
korekcioni faktor prema jednačini (20): 
 
Fcorr = Fobs10
(Aex + Aem)/2  
(20) 
 
gde Fx predstavlja intenzitete fluorescencije za korigovane i posmatrane signale, a Aex i 
Aem su apsorbancije rastvora na talasnim dužinama ekscitacije i emisije.  
U prvom setu merenja finalna koncentracija TC boje u rastvoru je bila       
1,0×10
-6
 M, dok su koncentracije C17 i C30 varirane u opsegu od 4,76×10
-11 
M do 
4,44×10
-9 
M. Pri ovoj koncentraciji boje postignuto je potpuno gašenje fluorescencije 
boje u slučaju koloida C17.   
Zavisnost intenziteta fluorescencije 1,0×10
-6
 M TC boje na 485 nm, korigovane 
za efekat unutrašnjeg filtera, od koncentracije nanočestica C17 i C30 je prikazana na 
Slici 41. 
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Slika 41. Zavisnost korigovanog intenziteta fluorescencije (na 485 nm) rastvora koji 
sadrži 1×10-6 M TC i nanočestice Au, C17 i C30, od koncentracije nanočestica  
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 Da bi se dobile krajnje tačke titracije, urađena je ekstrapolacija pravim linijama do 
nule. Dobijene su finalne koncentracije nanočestica u koloidnim disperzijama koje su 
potrebne da bi se dostigle krajnje tačke titracije tj. da bi došlo do potpunog gašenja 
fluorescencije 1×10
-6
 M TC boje, i iznosile su približno 3,0×10-9 M for C17 i 1,1×10-9 M 
za C30. 
 Ispitan je uticaj veličine čestica C17 i C30 na efikasnost gašenja fluorescencije u 
prisustvu 1,4×10
12
 i 5×10
11
 nanočestica, i rezultati su prikazani na  Slici 42. 
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Slika 42. Uticaj veličine čestica na efikasnost gašenja fluorescencije u prisustvu 1,4×1012 
i 5×10
11
 nanočestica Au u 3 mL (koncentracije C17 i C30 su 7,7×10-10 M i 2,8×10-10 M); 
d je prečnik čestice  
 
 Sa Slike 42 se može videti da procenat eksperimentalno dobijenog gašenja 
fluorescencije raste sa povećanjem prečnika nanočestice.     
 U drugom eksperimentu praćena je promena intenziteta fluorescencije TC boje, 
pri konstantnoj koncentraciji nanočestica (2,8×10-10 M ili 5×1011 nanočestica u 3 mL). 
Koncentracija TC je varirana u opsegu od 1×10
-8
 do 1×10
-6
 M. Zavisnost intenziteta 
fluorescencije korigovane za efekat unutrašnjeg filtera na 485 nm od koncentracije TC je 
predstavljena na Slici 43. 
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Slika 43. Zavisnost korigovanog intenziteta fluorescencije na 485 nm od koncentracije 
TC za koloide C17 i C30, u prisustvu 5×10
11
  nanočestica   
 
Sa Slike 43 se, iz preseka pravih linija ekstrapolisanih do nultog intenziteta 
fluorescencije, može videti da za koncentraciju TC koja je bila niža od 0,9×10-7 M za 
C17 i 3,6×10
-7 M za C30, nije došlo do fluorescencije, i ovo su koncentracije boje pri 
kojima je površina nanočestica Au zasićena molekulima TC. Dalji dodatak TC boje u 
koloidne disperzije je vodio ka povećanju intenziteta emisije zbog fluorescencije koja 
potiče od TC dianjona u rastvoru, bez ikakvih indikacija o agregaciji boje. Poređenja 
radi, na Slici 43 je takođe predstavljena i fluorescencija same TC boje u zavisnosti od 
koncentracije.   
Uzimajući u obzir da do gašenja fluorescencije dolazi samo u slučaju TC 
molekula koji imaju direktnu interakciju sa površinom nanočestica Au, onda se 
maksimalno gašenje fluorescencije TC boje dešava u slučaju potpune monoslojne 
površinske pokrivenosti nanočestice TC molekulima, koja zavisi od orijentacije 
adsorbovane TC boje. Ako se uzme da se boja može aproksimirano predstaviti kao kutija 
sa dimenzijama 2,5 nm × 1,5 nm × 0,5 nm [76], onda se na površini nanočestice zlata 
mogu razmatrati tri moguće orijentacije boje: horizontalna i vertikalna orijentacija duž 
kraće i duže strane (Shema 3). Pored toga moguća je i kosa orijentacija TC boje na 
površini nanočestica (Shema 3).  
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(a) (b) 
 
 
 
 
                                              
 
 
 
 
 
 
 
               (c)                                                          (d) 
 
Shema 3. Prikaz mogućih orijentacija TC boje na površini nanočestica zlata duž: 
vertikalne duže strane (a), horizontalne strane (b), vertikalne kraće strane (c) i kosa 
orijentacija (d)   
 
U skladu sa tim, i znajući odgovarajuće prečnike nanočestica, izračunat je broj 
molekula TC boje koji je potreban da bi se pokrila površina nanočestica C17 i C30 i ovi 
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rezultati su, zajedno sa brojem molova TC po kvadratnom centimetru (mol/cm
2
) za sve 
tri moguće orijentacije boje, predstavljeni u Tabeli 7. Tako je dobijena donja granica 
pokrivenosti u slučaju horizontalne orijentacije TC boje adsorbovane na površini, dok je 
nađeno da je gornja granica u slučaju vertikalne orijentacije boje duž kraće strane.   
 
Tabela 7. Izračunat broj molekula TC adsorbovanih na površini nanočestica C17 i C30 
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4,44×10
-11
 
 
1,28×10
-10
 
 
2,14×10
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 Koristeći vrednosti iz Tabele 7, gde SAnp predstavlja površinu sferne 
nanočestice, sa prečnikom dobijenim iz TEM merenja, a Г0 je maksimalna monoslojna 
površinska pokrivenost (mol/cm2), izračunata je koncentraciju nanočestica koja može 
potpuno da ugasi fluorescenciju 1×10
-6
 M TC boje za prvi set merenja. Dobijene su 
vrednosti 4,1×10
-9 
M za C17 i 1,3×10
-9 
za C30. U ovom izračunavanju pretpostavljeno je 
da su molekuli TC boje smešteni na površini nanočestice u horizontalnoj orijentaciji. 
Eksperimentalno dobijeni rezultati u prvom setu merenja (koncentracija nanočestica 
potrebna da bi došlo do potpunog gašenja fluorescencije TC boje) su bili oko 20% niži 
od izračunatih vrednosti koncentracije nanočestica potrebne da bi se dostigle krajnje 
tačke titracije. 
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Pored toga, izračunata je koncentracija TC boje potrebna da pokrije površinu 
nanočestice u horizontalnoj orijentaciji i da fluorescencija boje bude potpuno ugašena, u 
drugom setu eksperimenata. Dobijene su vrednosti 6,6×10
-8
 M za C17 i 2,1×10
-7 
M za 
C30, koje su oko 30% niže od odgovarajućih vrednosti dobijenih eksperimentalno (Slika 
43). 
Nakon toga je kvantitativno analiziran set podataka, dobijen iz eksperimenata 
gašenja fluorescencije kao funkcije koncentracije nanočestica C17 i C30. Uzimajući da 
jedna nanočestica može adsorbovati određen broj molekula boje koji je dat u Tabeli 7 u 
slučaju horizontalne orijentacije, izračunat je procenat (%) boje, čija je fluorescencija 
ugašena u prisustvu nanočestica C17 i C30. Na osnovu promene intenziteta 
fluorescencije po dodatku različitih količina nanočestica C17 i C30, poređene su 
efikasnosti gašenja fluorescencije 1×10-6 M TC boje ovim koloidima, između izračunatih 
i eksperimentanih rezultata (Slika 41). Ovi rezultati su predstavljeni u Tabeli 8.     
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Tabela 8. Gašenje fluorescencije (na 485 nm) 1×10-6 M rastvora TC boje (1,8×1015 
molekula TC) nanočesticama zlata C17 i C30, dobijenih redukcijom Au(III) citratnim 
jonima   
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1 0 5,00 0 0 0 5,00 0 0 
2 0,88 4,05 19,0 11,9 0,86 4,82 3,6 3,6 
3 1,78 3,21 35,8 23,8 2,35 4,27 14,6 9,8 
4 2,67 2,26 54,8 35,7 3,52 3,61 27,8 14,7 
5 4,46 1,10 78,0 59,7 8,35 2,71 45,8 34,9 
6 6,23 0,15 97,0 83,4 11,70 2,45 51,0 48,9 
7 8,02 0 >100 >100 14,00 1,89 62,2 58,6  
 
Eksperimentalno dobijeni rezultati su ukazali da je ugašena fluorescencija većeg 
broja molekula boje od broja (TC molekula) potrebnog za potpuno pokrivanje površine 
nanočestice u horizontalnoj orijentaciji TC. Na primer, u slučaju koloida C17, nakon 
dodavanja 1,78×10
12 nanočestica Au u rastvor boje koji sadrži 1,8×1015 molekula TC 
boje očekivana vrednost procenta gašenja fluorescencije boje, teorijski računato za 
horizontalnu orijentaciju iznosi 23,8%. S druge strane, eksperimentalno dobijena 
promena intenziteta fluorescencije je pokazala vrednost efikasnosti gašenja fluorescencije 
od 35,8%. Na osnovu rezultata dobijenih iz oba seta eksperimenata i njihovog poređenja 
sa izračunatim rezultatima moglo je da se pretpostavi da su molekuli TC najverovatnije 
smešteni na površini nanočestice u orijentaciji koja je najpribližnija horizontalnoj tj. u 
kosoj orijentaciji. Ovakav rezultat je u skladu sa ranijim ispitivanjima, kojima je 
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pokazano da je mera (količina) fluorescencije molekula boje funkcija udaljenosti između 
boje i površine metala, i da je u direktnom kontaktu sa metalom fluorescencija boje 
potpuno ugašena [76,242,327]. Pored toga, rezultati ovde predstavljenih FTIR merenja 
(poglavlje 4.2.2.3) potvrđuju da se interakcija TC boje sa nanočesticama odigrava kroz π 
– π i elektrostatičke interakcije između pozitivno naelektrisanih tiocijanskih grupa boje i 
negativno naelektrisanih citratnih jona na površini nanočestice, što je u skladu sa kosom 
orijentacijom molekula TC.  
Međutim, treba naglasiti i da u ovde predstavljenim teorijskim izračunavanjima 
nije uzeta u obzir hrapavost tj. neravnine površine same nanočestice. Taj faktor bi mogao 
značajno uticati na molekul boje, u smislu povećanja efektivne površine nanočestice, što 
znači da bi se veći broj molekula boje mogao smestiti na površini nanočestice, čime bi se 
u teorijskom proračunu dobio veći broj molekula boje čija je fluorescencija ugašena. 
Međutim, to u ovom slučaju nije bilo moguće uzeti u obzir zbog kompleksnosti 
izračunavanja.  
 
4.2.2.5 Izračunavanje konstante ravnoteže 
 
 Da bi se dalje razjasnio uticaj nanočestica C17 i C30 na fluorescenciju TC boje, 
analizirana je i zavisnost intenziteta fluorescencije korigovanog za efekat unutrašnjeg 
filtera od koncentracije nanočestica u rastvoru, predstavljena na Slici 41.  
 Na osnovu prethodno predstavljenih eksperimentalnih rezultata, adsorpcija TC 
boje na površini nanočestice Au se može opisati jednačinom (21), slično kao što su to 
ranije pokazali Zhong i saradnici [76]: 
 
TC + Au           TCads / Aunm (21) 
 
Ravnoteža u sistemu Au/TC (jednačina (21)) se može objasniti Langmuir-ovom 
izotermom (jednačina (22)): 
 
 (22)
 
  
1
)
1
1(
1
C
K




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gde K predstavlja konstantu ravnoteže, 1C  koncentraciju TC boje u rastvoru i 1  
delimičnu površinsku pokrivenost TC na negativno naelektrisanim nanočesticama Au. 
Kao što je to ranije pokazano [76], 011 / , pri čemu 1  predstavlja površinsku 
pokrivenost (mol/ cm
2
) TC a 0  je maksimalna monoslojna površinska pokrivenost 
(Tabela 7). 0C  predstavlja početnu koncentraciju TC )( 01 adsCCC  . 
 Lako se može pokazati da je intenzitet fluorescencije slobodne boje u rastvoru 
linearna funkcija koncentracije nanočestica i da se prema tome može izvesti sledeća 
jednačina (Prilog 8.2), kao što je ranije i prikazano u literaturi [76]    
   
      
 (23)
  
gde je I = k’bC1, b je dužina puta kroz ćeliju, k’ je konstanta koja je proporcionalna 
kvantnom polju, snazi upadne svetlosti i molarnom apsorpcionom koeficijentu boje 
[231,351]. Vrednosti konstante ravnoteže K (jednačina (23)) za koloidne disperzije C17 i 
C30 su dobijene iz nagiba i odsečka iz jednačine (23), i date su u Tabeli 9. 
 
Tabela 9. Konstante ravnoteže za proces adsorpcije TC boje na nanočestice C17 i C30 
 
Koloid 
Odsečak 
×10
5
 
Nagib 
×10
14
 
K [M
-1
] 
C17 5 ± 0,05 -1,67  ± 0,05 3,67×10
6
 
C30 5 ± 0,05 -4,54 ± 0,1 5,93×10
6
 
 
      
Iz Tabele 9 se može videti da su za obe koloidne disperzije, C17 i C30, dobijene 
slične vrednosti konstante ravnoteže, K, koje su u skladu i sa vrednostima za adsorpciju 
sličnih cijanskih boja na nanočesticama Au sa adsorbovanim citratnim anjonima, ranije 
opisanim u literaturi koje je dobio Lim sa saradnicima [76].  
)
1
()( 0
'
00
'
K
CbkCSANbkI NPNP 
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4.2.3 Ispitivanje interakcije između TC i nanočestica zlata sa adsorbovanim 
boratnim jonima 
 
4.2.3.1 Spektrofotometrijska merenja  
 
Da bi se ispitala reakcija koloidnih disperzija C6 i C9,5 sa TC bojom snimani su 
apsorpcioni spektri rastvora koji sadrže TC boju koncentracije 1,67×10-5 M u prisustvu 
koloidnih disperzija C6 (5×10
-8
 M) i C9,5 (1,87×10
-9
 M), na sobnoj temperaturi (20° C). 
Na Slici 44 su prikazani apsorpcioni spektri koloidnih disperzija C6 i C9,5 u odsustvu 
(linije 2,3) i prisustvu 1,67×10
-5
 M TC boje (linije 4,5).  
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Slika 44. Apsorpcioni spektri 1,67×10
-5
 M TC boje (1) i koloida: 5×10
-8
 M C6 (2); 
1,87×10
-9
 M C9,5 (3) pre (2,3) i posle dodatka TC boje (4,5) 
 
Sa Slike 44 se može videti da u apsorpcionom spektru koloida C9,5 nakon 
dodatka TC boje (kriva 5), dolazi do malog pomeranja plazmonske trake za 3 nm ka 
većim talasnim dužinama, slično kao i u slučaju C17 i C30 (poglavlje 4.2.2.1). U 
prisustvu viška borhidrida dolazi do izražaja drugi stabilizacioni faktor a to je efekat 
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naelektrisanja [352], odakle potiče i veća stabilnost ovih čestica. Poznato je da su 
proizvodi hidrolize natrijum-borhidrida boratne vrste koje se adsorbuju na površini 
čestica, čineći ih negativno naelektrisanim [353]. 
 S druge strane, u apsorpcionom spektru koloida C6 nakon dodatka 1,67×10
-5
 M 
TC boje (Slika 44, kriva 4) može se videti da dolazi do formiranja oštrog apsorpcionog 
minimuma („dip“) na 475 nm [1,77], koji je praćen pomeranjem trake plazmona ka 
crvenoj oblasti. U literaturi se ovaj karakteristični apsorpcioni minimum na 475 nm 
pripisuje formiranju tzv. J-trake J-agregata TC boje na površini nanočestica Au sfernog 
oblika i veličine od 5-10 nm [1,12]. Prisustvo minimuma u apsorpcionom spektru se 
objašnjava kuplovanjem molekulskog ekscitona J-agregata i površinskog plazmona 
metalnih nanočestica [1,12]. Kao rezultat, dolazi do pomeranja apsorpcionog 
maksimuma koji potiče od rezonancije površinskog plazmona ka crvenoj oblasti, sa 517 
nm na 535 nm.  
Prema tome, iz ovih rezultata se vidi da je dodatak TC boje samo u slučaju 
koloida C6 doveo do destabilizacije i agregacije čestica, što se može videti i na TEM 
mikrografiji ovog uzorka (Slika 28 (d)), kao i formiranja J-agregata. Promene vidljive na 
TEM mikrografiji su u saglasnosti i sa UV-Vis spektrima predstavljenim na Slici 44, na 
kojima se vidi da je u slučaju koloida C6 po dodatku TC boje došlo do većeg pomeranja 
apsorpcionog maksimuma ka crvenoj oblasti, u odnosu na koloidne čestice C9,5, C17 i 
C30. Prilaz boje većim nanočesticama zlata (C9,5, C17 i C30) s jedne strane, i 
adsorbovani citratni/boratni joni na površini čestica, s druge strane, doprinose da se 
adsorpcija TC boje na površini ovih čestica odigrava prevashodno slabim interakcijama 
između boje i jona adsorbovanih na površini čestica, onemogućavajući spontano 
formiranje J-agregata boje. U slučaju najmanjih sinetizovanih nanočestica zlata, C6 (koje 
imaju pogodnu površinu i veličinu), molekuli boje narušavaju kompaktni dvostruki 
difuzni sloj jona, istiskujući slabo vezane boratne jone sa površine i narušavajući 
stabilnost čestica. Time je olakšan prilaz boje površini čestice i omogućeno formiranje J-
agregata.  
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4.2.3.2 Spektrofluorimetrijska merenja 
 
Fluorescentne spektralne promene ispitivane su nakon dodatka ovih koloidnih 
disperzija u rastvor TC boje. Treba naglasiti da u ovim eksperimenatlnim uslovima 
nanočestice Au C6 i C9,5 nemaju fluorescenciju. Na Slici 45 su prikazani fluorescentni 
spektri 1,0×10
-6
 M rastvora TC boje nakon  dodatka koloidne disperzije C9,5 (linije 1-5). 
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Slika 45. Fluorescentni spektri 1×10
-6
 M TC boje u prisustvu nanočestica C9,5 
koncentracija: 1,68×10
-9
 M (1); 1,40×10
-9
 M (2); 0,93×10
-9
 M (3); 0,56×10
-9
 M (4); 
0,19×10
-9
 M (5) 
 
 Može se primetiti da sa povećanjem koncentracije nanočestica zlata C9,5 dolazi 
do slabljenja intenziteta - gašenja fluorescencije boje, slično kao i u slučaju nanočestica 
C17 i C30. 
 S druge strane, zbog razlike u svojstvima koloida C6 u reakciji sa ispitivanom TC 
bojom, u odnosu na ostale koloidne disperzije, C9,5, C17 i C30, dalji eksperimenti sa 
ovim koloidom su posebno bili usmereni na ispitivanje J-agregacije. Iz tog razloga su 
fluorescentne spektralne promene praćene za rastvor koji sadrži 1,67×10-5 M TC boju, 
jer se sa nižim koncentracijama boje nije mogao dobiti tako jasno izražen minimum 
(poglavlje 4.2.3.1). Na Slici 46 su prikazani fluorescentni spektri rastvora koji sadrži 
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1,67×10
-5
 M TC boju  pre i nakon dodavanja 7.4×10
-8
 M koloidne disperzije C6 (finalna 
koncentracija u rastvoru je 5×10
-8
 M), pri čemu je podešeno da koncentracija TC bude 
identična u oba rastvora. 
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Slika 46. Fluorescentni spektri 1,67×10
-5 
M TC boje (1), 5×10
-8
 M nanočestica C6 (3) i  
smeše koja sadrži 1,67×10-5 M TC i 5×10-8 M C6 (2)  
 
 Sa Slike 46 se može videti da i u ovom slučaju, u prisustvu nanočestica C6 dolazi 
do smanjenja intenziteta fluorescencije tj. do gašenja fluorecencije TC boje (koja potiče 
od monomera TC boje (kriva 1, Slika 46)). Slične karakteristike pokazuju i nanočestice 
Ag, u čijem prisustvu dolazi do gašenja fluorescencije različitih hromofora [77,354].            
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4.2.3.3 FTIR spektri 
 
Da bi se dalje objasnila interakcija između TC boje i koloidnih čestica C6 i C9,5 
snimani su FTIR spektri ovih koloida zlata u prisustvu TC boje i upoređivani sa 
spektrom boje i koloidnih rastvora, Slika 47. 
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Slika 47. FTIR spektri TC boje, nanočestica C6, nanočestica C6 u prisustvu TC boje,   
nanočestica C9,5 i nanočestica C9,5 u prisustvu TC boje 
 
 U FTIR spektru nanočestica C6 i C9,5 sa adsorbovanom bojom, Slika 47, se 
može uočiti da je došlo do širenja i smanjenja intenziteta traka karakterističnih za samu 
TC boju i nanočestice zlata. Međutim, u oblasti nižih frekvencija je došlo do iščezavanja 
intenzivnih traka na 2100 cm
-1 
i 2034 cm
-1, koje potiču od vibracija –SCN grupe prstena 
boje i OH grupe iz 4)(OHB . Pored toga, došlo je i do pomeranja jake trake na         
1050 cm
-1, koja potiče od vibracija BO3
3-
 grupe, na 1062 cm
-1, što je ukazalo na 
interakciju pozitivno naelektrisanog sumpora iz tiazolnog prstena TC boje i negativno 
naelektrisanih boratnih anjona adsorbovanih na površini nanočestica. 
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4.2.3.4 Gašenje fluorescencije 
 
Za ispitivanje uticaja nanočestica zlata na fluorescenciju TC boje, izvedene su dve 
serije merenja mešanjem TC boje i koloidnih disperzija C6 i C9,5.   
Za koloidnu disperziju C9,5 je u prvom setu merenja finalna koncentracija TC 
boje u rastvoru bila 1,0×10
-6
 M, dok je koncentracija nanočestica varirana u opsegu od 
1,9×10
-10 
M do 1,68×10
-9 
M. I u ovom slučaju je rađena korekcija intenziteta 
fluorescencije za efekat unutrašnjeg filtera, i zavisnost korigivanog intenziteta 
fluorescencije 1,0×10
-6
 M TC boje na 485 nm od koncentracije nanočestica C9,5 je 
prikazana na Slici 48. 
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Slika 48. Zavisnost korigovanog intenziteta fluorescencije (na 485 nm) rastvora koji 
sadrži 1×10-6 M TC i nanočestice C9,5 od koncentracije nanočestica  
 
Da bi se dobila krajnja tačka titracije, urađena je ekstrapolacija pravom linijom do 
nule. Dobijena finalna koncentracija nanočestica u koloidnoj disperziji C9,5 potrebna da 
bi došlo do potpunog gašenja fluorescencije 1×10-6 M TC boje iznosila je približno 
2,78×10
-9
 M (5,02×10
12
). Pored toga, na Slici 49 se može videti da procenat 
eksperimentalno dobijenog gašenja fluorescencije za C9,5 ima nižu vrednost u odnosu na 
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koloidne disperzije C17 i C30, što nam je dalje potvrdilo trend porasta procenta gašenja 
fluorescencije sa povećanjem prečnika nanočestice.     
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Slika 49. Uticaj veličine čestica C9,5, u poređenju sa C17 i C30, na efikasnost gašenja 
fluorescencije u prisustvu 1,4×10
12
 i 5×10
11
 nanočestica Au u 3 mL (tj. koncentracije su 
7,7×10
-10
 M
 
i 2,8×10
-10 
M) i 1×10
-6
 M TC; d je prečnik čestica  
 
U prvom setu merenja za koloidnu disperziju C6, finalna koncentracija TC boje, 
prisutne u velikom višku u rastvoru, je iznosila je 1,67×10-5 M, dok je koncentracija 
nanočestica varirana u opsegu od 2,50×10-9 M do 4,93×10-8 M. Na Slici 50 su prikazani 
odgovarajući fluorescentni spektri. 
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Slika 50. Fluorescentni spektri TC boje 1,67×10
-5
 M u prisustvu nanočestica C6 
koncentracija 4,93×10
-8
 M (1); 4,44×10
-8
 M (2); 3,95×10
-8
 M (3); 3,45×10
-8
 M (4); 
2,96×10
-8
 M (5); 2,47×10
-8
 M (6); 1,97×10
-8
 M (7); 1,48×10
-8
 M (8); 9,9×10
-9
 M (9); 
4,9×10
-9
 M (10); 2,5×10
-9
 M (11) 
 
Iz rezultata predstavljenih na Slici 50 izvedene su promene intenziteta 
fluorescencije 1,67×10
-5 
M TC boje u zavisnosti od koncentracije koloida C6 na 485 nm i 
odgovarajuća zavisnost je prikazana na Slici 51. 
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Slika 51. Zavisnost intenziteta fluorescencije rastvora koji sadrži 1,67×10-5 M TC i 
koloid C6 od koncentracije nanočestica na 485 nm  
 
I u ovom slučaju krajnja tačka titracije je dobijena ekstrapolacijom prave linije do 
nultog intenziteta fluorescencije. Finalna koncentracija nanočestica C6, potrebna za 
dostizanje krajnje tačke titracije iznosila je 9,5×10-8 M (1,72×1014).  
Ovde treba naglasiti i korelaciju između efikasnosti gašenja fluorescencije i 
veličine nanočestice, koja je poređenja radi urađena i prikazana za četiri koloidne 
disperzije, C6, C9,5, C17 i C30, u prisustvu 1,67×10
-5
 M TC boje. Na Slici 52 je 
prikazan uticaj prečnika nanočestice na procenat eksperimentalno dobijenog gašenja 
fluorescencije, u prisustvu 1,4×10
12
 i 5×10
11
 nanočestica.  
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Slika 52. Uticaj veličine čestice na efikasnost gašenja fluorescencije u prisustvu 1,4×1012 
i 5×10
11
 nanočestica i 1,67×10-5 M TC 
 
Ovi rezultati su pokazali da je sa povećanjem prečnika nanočestice došlo do 
povećanja procenta gašenja fluorescencije u slučaju sva četiri koloida. 
 
 U drugoj seriji eksperimenata meren je intenzitet fluorescencije TC boje, pri čemu 
je koncentracija nanočestica, 2,8×10-10 M, održavana konstantnom (5×1011 nanočestica u 
3 mL), dok je koncentracija TC varirana u opsegu od 1×10
-8
 do 1×10
-6
 M. Zavisnost 
intenziteta fluorescencije koloidne disperzije C9,5 u prisustvu TC boje korigovane za 
efekat unutrašnjeg filtera na 485 nm od koncentracije TC je predstavljena na Slici 53. 
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Slika 53. Zavisnost korigovanog intenziteta fluorescencije na 485 nm od koncentracije 
TC za koloid C9,5, u prisustvu 5×10
11
  nanočestica   
 
Sa Slike 53 se, iz preseka prave linije ekstrapolisane do nultog intenziteta 
fluorescencije, može videti da za koncentraciju TC koja je bila niža od 0,8×10-7 M, nije 
došlo do fluorescencije, i ovo je koncentracija boje pri kojoj je površina nanočestice C9,5 
zasićena molekulima TC. Slično kao i u slučaju koloidnih disperzija C17 i C30, dalji 
dodatak TC boje u ovu koloidnu disperziju je vodio ka povećanju intenziteta emisije 
zbog fluorescencije koja potiče od TC dianjona u rastvoru, bez ikakvih indikacija o 
agregaciji boje. Na Slici 53 je, zbog poređenja, predstavljena i fluorescencija same TC 
boje u zavisnosti od koncentracije.   
U drugoj seriji eksperimenata sa koloidnom disperzijom C6, meren je intenzitet 
fluorescencije TC boje, pri čemu je koncentracija nanočestica (2,8×10-10 M, tj. 5×1011 
nanočestica u 3 mL), održavana konstantnom, dok je koncentracija TC varirana u 
opsegu od 1×10
-8
 do 8,5×10
-7
 M. Zavisnost intenziteta fluorescencije na 485 nm 
koloidne disperzije C6 u prisustvu TC boje od koncentracije TC, zajedno sa 
fluorescencijom same boje u funkciji koncentracije, je predstavljena na Slici 54.  
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Slika 54. Zavisnost intenziteta fluorescencije na 485 nm od koncentracije TC za koloid 
C6, u prisustvu 5×10
11
 nanočestica   
 
Sa Slike 54 se, iz preseka prave linije ekstrapolisane do nultog intenziteta 
fluorescencije, može videti da za koncentraciju TC koja je bila niža od 1,3×10-7 M, nije 
došlo do fluorescencije, i ovo je koncentracija boje pri kojoj je površina nanočestice C6 
zasićena molekulima TC. Dalji dodatak TC boje u ovu koloidnu disperziju je takođe 
vodio ka povećanju intenziteta emisije.  
Na isti način i uz iste početne pretpostavke kao i kod koloidnih disperzija C17 i 
C30 (poglavlje 4.2.2.4), izračunat je broj molekula TC potreban da bi se pokrila površina 
nanočestica C9,5 i C6. Ovi rezultati su, zajedno sa brojem molova TC po kvadratnom 
centimetru (mol/cm
2) za sve tri moguće orijentacije boje, predstavljeni u Tabeli 10. Tako 
je donja granica pokrivenosti u slučaju horizontalne orijentacije TC boje adsorbovane na 
površini, dok je gornja granica u slučaju vertikalne orijentacije boje duž kraće strane.   
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Tabela 10. Izračunat broj molekula TC adsorbovanih na površini nanočestice C9,5 i C6 
 
 
 
Broj molekula TC boje 
potreban da bi se 
prekrila površina 
naočestice za tri 
različite orijentacije 
boje 
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C9,5 283 75 217 362 218 
C6 113 30 87 145 87 
 
4,44×10
-11
 
 
1,28×10
-10
 
 
2,14×10
-10
 
 
 
Za prvi set merenja sa koloidima C9,5 i C6, koristeći vrednosti iz Tabele 10 (gde 
je SAnp površina sferne nanočestice sa prečnikom dobijenim iz TEM merenja), 
izračunata je koncentracija nanočestica koja može potpuno da ugasi fluorescenciju   
1×10
-6
 M TC i 1,67×10
-5
 M TC, za sve tri moguće orijentacije boje na površini 
nanočestice. U slučaju C9,5 dobijene su vrednosti 1,3×10-8 M u slučaju horizontalne 
orijentacije, 2,7×10
-9 
M kod vertikalne orijentacije duž kraće strane i 4,6×10-9 M kod 
vertikalne orijentacije duž duže strane. Eksperimentalno dobijen rezultat u prvom setu 
merenja, 2,78×10
-9
 M, koji predstavlja koncentraciju nanočestica potrebnu da bi došlo do 
potpunog gašenja fluorescencije TC boje, po vrednosti najpribližnije odgovara vertikalnoj 
orijentaciji boje duž kraće strane. Poređenjem položaja molekula TC boje na površini 
nanočestica zlata sa asorbovanim boratnim i ctratnim jonima uočava se da postoji razlika. 
S druge strane, za koloid C6 su dobijene vrednosti 5,53×10
-7
 M u slučaju horizontalne 
orijentacije, 1,15×10
-7 
M kod vertikalne orijentacije duž kraće strane i 1,91×10-7 M kod 
vertikalne orijentacije duž duže strane. Eksperimentalno dobijen rezultat koncentracije 
nanočestica C6 potrebne da bi došlo do potpunog gašenja fluorescencije 1,67×10-5 M TC 
boje je 9,5×10
-8
 M, što je dosta niža vrednost od teorijski izračunatih za sve tri moguće 
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orijentacije. Iz ove činjenice je zaključeno da se, u slučaju koloidne disperzije C6, boja na 
površini nanočestice smešta u više od jednog sloja.   
Za drugi set merenja sa koloidima C9,5 i C6 izračunata je koncentracija TC boje 
potrebna da pokrije površinu nanočestice (u slučaju monoslojne površinske pokrivenosti 
nanočestice) i da fluorescencija boje bude potpuno ugašena, za sve tri moguće 
orijentacije boje na površini nanočestice. Dobijene vrednosti za koloid C9,5 su      
2,1×10
-8
 M za horizontalnu orijentaciju, 1×10
-7
 M za vertikalnu orijentaciju duž kraće 
strane i 6×10
-8
 M za vertikalnu orijentaciju duž duže strane. Prema tome, 
eksperimentalno dobijena vrednost od 8×10
-8
 (Slika 53) ukazuje da je orijentacija TC 
boje na površini nanočestica C9,5 između vertikalne orijentacije duž kraće i duž duže 
strane. Dobijene vrednosti za koloid C6 su 8,3×10
-9
 M TC za horizontalnu orijentaciju, 
4×10
-8
 M za vertikalnu orijentaciju duž kraće strane i 2,4×10-8 M za vertikalnu 
orijentaciju duž duže strane, koje imaju niže vrednosti od eksperimentalno dobijene 
vrednosti, 1,3×10
-7 
M TC (Slika 54). Ovo ukazuje na to da se florescencija većeg broja 
molekula TC boje gasi, nego što je teorijski izračunato za monoslojnu površinsku 
pokrivenost nanočestice, a to opet govori o više slojeva TC od jednog na površini 
nanočestice C6, smeštenih najverovatnije u kosoj orijentaciji. 
Kao i u slučaju koloida C17 i C30, kvantitativno je analiziran set podataka 
dobijen iz eksperimenata gašenja fluorescencije kao funkcije koncentracije nanočestica 
C9,5 i C6, u prisustvu 1×10
-6
 M i 1,67×10
-5
 M TC. Uzimajući da jedna nanočestica može 
adsorbovati određen broj molekula boje koji je dat u Tabeli 10, izračunat je, u slučaju sve 
tri moguće orijentacije TC,  procenat (%) boje čija je fluorescencija ugašena ovim 
nanočesticama.  
Na osnovu promene intenziteta fluorescencije po dodatku različitih količina 
koloida C9,5, poređene su efikasnosti gašenja fluorescencije 1×10-6 M TC boje ovim 
koloidom, između izračunatih i eksperimentanih rezultata (Slika 48). Ovi rezultati su 
predstavljeni u Tabeli 11. 
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Tabela 11. Gašenje fluorescencije (na 485 nm) 1×10-6 M rastvora TC boje (1,8×1015 
molekula TC) nanočesticama zlata C9,5, dobijenih redukcijom Au(III) borhidridnim 
jonima 
  
 Koloid  C9,5 
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0 5,00 0 0 0 0 
0,34 4,51 9,8 1,4 6,9 4,1 
1,01 4,31 13,8 4,2 20,3 12,2 
1,68 3,31 33,8 7,0 33,8 20,2 
2,53 2,50 50,0 10,5 50,9 30,5 
3,03 1,84 63,2 12,6 60,9 36,5 
 
 
 Iz podataka u Tabeli 11 se može zaključiti da su eksperimentalno dobijeni 
rezultati ukazali da je ugašena fluorescencija većeg broja molekula TC od broja molekula 
boje potrebnog za potpuno pokrivanje površine nanočestice u horizontalnoj i vertikalnoj 
orijentaciji TC duž duže strane. Na osnovu rezultata dobijenih iz oba seta eksperimenata 
i njihovog poređenja sa izračunatim rezultatima moglo je da se pretpostavi da su 
molekuli TC boje na površini nanočestica C9,5 smešteni u verikalnoj orijentaciji duž 
kraće strane.  
Na osnovu promene intenziteta fluorescencije po dodatku različitih količina 
koloida C6, poređene su efikasnosti gašenja fluorescencijie 1,67×10-5 M TC boje ovim 
koloidom, između izračunatih i eksperimentanih rezultata (Slika 51). Ovi rezultati su 
predstavljeni u Tabeli 12. 
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Tabela 12. Gašenje fluorescencije (na 485 nm) 1,67×10-5 M rastvora TC boje (3×1016 
molekula TC) nanočesticama zlata C6, dobijenih redukcijom Au(III) borhidridnim jonima  
 
Koloid  C6 
% fluorescencije TC boje 
ugašene u prisustvu nanočestica 
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0 10,94 0 0 0 0 
0,45 10,75 1,7 0,45 2,18 1,31 
0,89 10,44 4,6 0,89 4,28 2,57 
1,79 9,82 10,2 1,79 8,64 5,18 
2,67 9,30 14,9 2,67 12,92 7,75 
3,56 8,33 23,9 3,56 17,19 10,32 
4,44 8,33 23,9 4,44 21,47 12,88 
5,35 7,49 31,5 5,35 25,83 15,50 
6,23 7,01 35,9 6,23 30,11 18,07 
7,14 6,19 43,4 7,14 34,47 20,68 
8,02 5,86 46,4 8,02 38,75 23,25 
8,91 5,50 49,7 8,91 43,03 25,82 
  
 Iz podataka u Tabeli 12 se može videti da su eksperimentalno dobijeni rezultati 
ukazali da je ugašena fluorescencija većeg broja molekula TC od broja molekula boje 
potrebnog za potpuno monoslojno pokrivanje površine nanočestice C6, i to za sve tri 
moguće orijentacije TC. Na osnovu rezultata dobijenih iz oba seta eksperimenata i 
njihovog poređenja sa izračunatim vrednostima moglo je da se zaključi da su molekuli 
TC na površini nanočestica C6 smešteni u više slojeva, najverovatnije u kosoj orijentaciji. 
Kao i u slučaju koloidnih disperzija C17 i C30, i u slučaju koloida C9,5 i C6, u 
teorijskim izračunavanjima nije uzeta u obzir hrapavost površine same nanočestice.  
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4.2.3.5 Izračunavanje konstante ravnoteže 
 
 Na isti način kao i u slučaju koloidnih disperzija C17 i C30 (poglavlje 4.2.2.5), 
analizirana je zavisnost intenziteta fluorescencije korigovanog za efekat unutrašnjeg 
filtera od koncentracije nanočestica C9,5 (Slika 48) i zavisnost intenziteta fluorescencije 
od koncentracije nanočestica C6 (Slika 51).  
 U Tabeli 13 su date vrednosti konstante ravnoteže K (jednačina (23)) za koloidne 
disperzije C9,5 i C6, dobijene iz nagiba i odsečka iz jednačine (23) izračunate za 
orijentaciju TC duž horizontalne, vertikalne orijentacije duž duže strane i vertikalne 
orijentacije duž kraće strane (rezultat dobijen za konstantu ravnoteže računatu za 
vertikalnu orijentaciju TC duž kraće strane na površini nanočestica C9,5 je bio 
negativan). 
 
Tabela 13. Konstante ravnoteže za proces adsorpcije TC boje na nanočestice C6 i C9,5 
 
Iz Tabele 13 se može videti da su, u slučaju nanočestica C9,5 dobijene malo niže 
vrednosti konstanti ravnoteže, K, u poređenju sa vrednostima dobijenim za koloidne 
disperzije, C17 i C30.  
 Kod koloidne disperzije C6, konstante ravnoteže su računate za koncentraciju TC 
1,67×10
-5
 M, pri kojoj je u apsorpcionim spektrima (Slika 44 i 55) najizraženiji formirani 
minimum na 475 nm, karakterističan za stvaranje J-agregata TC boje. Intenzitet 
fluorescencije u ovom slučaju nije korigovan za efekat unutrašnjeg filtera, pa se vrednosti 
ovih konstanti ne mogu uporediti sa vrednostima dobijenih konstanti za C9,5, C17 i C30. 
Koloid 
Odsečak 
×10
6
 
Nagib 
×10
14
 
K [M
-1
] 
horizont. 
vertikalno 
duž duže 
strane 
vertikalno 
duž kraće 
strane 
C6 
10,94 ± 
0,07 
-1,15  ± 0,1 7,24×10
4
 1,19×10
5
 3,45×10
5
 
C9,5 0,50 ± 0,05 -1,79  ± 0,05 1,27×10
6
 2,54×10
6
 − 
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4.2.4 Formiranje J-agregata 
 
4.2.4.1 Spektrofotometrijsko i spektrofluorimetrijsko ispitivanje interakcije nanočestica 
C6 sa TC bojom 
 
Kao što je ranije rečeno (poglavlje 4.2.3.1, Slika 44), jedino u prisustvu koloidnih 
čestica C6 dolazi do organizovanja boje tj. formiranja J-agregata. Karakterističan 
apsorpcioni minimum na 475 nm ukazuje na formiranje J-agregata TC boje na površini 
nanočestica [1,12]. Ovaj minimum predstavlja glavnu spektrofotometrijsku karakteristiku 
hibrida nanočestica C6/TC boja, pa je dalje posebna pažnja posvećena ispitivanju ovog 
fenomena. 
 Na Slici 55 su prikazani apsorpcioni spektri 5×10
-8
 M koloidne disperzije C6, pre 
i nakon dodavanja TC boje u koncentracionom opsegu 0,167×10
-5
 M − 1,67×10-5 M, 
snimljeni u prisustvu 0,1 M KCl. Prisustvo KCl je neophodno da potpomogne J-
agregaciju TC boje na površini čestica.  
 
 
Slika 55. Promena apsorpcionih spektara koloidne disperzije C6 (CAu : 5×10
-8
 M) u 
zavisnosti od koncentracije TC: 0 M (1); 0,167×10
-5
 M (2); 0,33×10
-5
 M (3); 0,83×10
-5
 
M (4); 1,33×10
-5
 M (5); 1,67×10
-5
 M (6)  
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 Promena apsorbancije koloidne disperzije C6 (koncentracija nanočestica 5×10-8 
M) na 475 nm u zavisnosti od koncentracije TC, predstavljena je na Slici 56. 
0 1 2
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7
5
koncentracija TC boje x 10
-5
, [M]
 
Slika 56. Zavisnost apsorbancije na 475 nm (A
475
) 5×10
-8
 M koloidne disperzije C6 od 
koncentracije TC boje 
 
U narednom eksperimentu je ispitana zavisnost intenziteta fluorescencije (tj. 
gašenja fluorescencije) na ~ 485 nm od koncentracije TC boje pri konstantnoj 
koncentraciji nanočestica C6. Ova zavisnost je prikazana na Slici 57, pri čemu je 
koncentracija nanočestica bila 5×10-8 M  dok je koncentacija boje varirana u opsegu 
0,167×10
-5
 M do 1,67×10
-5
 M. 
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Slika 57. Zavisnost intenziteta fluorescencije 5×10
-8
 M koloidne disperzije C6 od 
koncentracije TC boje na 490 nm 
 
U ovom slučaju može se videti značajna promena u fluorescentnom signalu iznad 
koncentracije TC 0,5×10
-5 M. Najverovatnije je da ova vrednost koncentracije označava 
zasićenje površine nanočestice C6, i da iznad ove koncentracije dodatni molekuli TC 
ostaju slobodni u rastvoru i doprinose povećanju fluorescentnog signala. Iz ovih rezultata 
se može izvesti zaključak da na jednakoj vrednosti granične koncentracije TC boje, 
0,5×10
-5
 M, dolazi do značajnih promena i u slučaju apsorpcionih i fluorescentnih 
merenja (Slika 56 i Slika 57).  
 Bilo je od interesa ispitati da li formiranje J-agregata zavisi od koncentracije 
nanočestica za datu koncentraciju boje. Zbog toga je ispitana zavisnost intenziteta 
spektralnih promena od različitih koncentracija nanočestica C6, dok je koncentracija TC 
održavana konstantnom, 0,83×10-5 M, u prisustvu 1 mM KCl. Rezultati su prikazani na 
Slici 58. 
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Slika 58. Apsorpcioni spektri kooidne disperzije C6 u prisustvu TC boje. CTC: 0,83×10
-5
 
M, CAu : 5×10
-8
 M (1); 4,7 ×10
-8
 M (2); 3,5×10
-8
 M (3); 2,3×10
-8
 M (4); 1,2×10
-8
 M (5)  
 
 Sa Slike 58 se može videti, da je, i u ovom slučaju, iznad određene granične 
koncentracije nanočestica C6, koja je iznosila 3,5×10-8 M, došlo do pomeranja trake 
plazmona ka crvenoj oblasti i do formiranja apsorpcionog minimuma na 475 nm (kriva 3, 
Slika 58), karakterističnog za formiranje J-agregata TC boje na površini nanočestica zlata 
[1, 3, 11].  
 
4.2.4.2 Formiranje J-agregata u prisustvu nanočestica C6 
 
Eksperimentalni rezultati dobijeni u prethodnom poglavlju omogućili su 
izračunavanje broja slojeva boje koji učestvuju u formiranju J-agregata. Sa Slike 55 i 56 
se može uočiti da intenzitet ekscitona odnosno veličina minimuma raste sa povećanjem 
koncentracije TC boje do određene granične koncentracije koja približno iznosi 0,5×10-5 
M. Sa daljim povećavanjem koncentracije TC boje ne dolazi do daljeg porasta intenziteta 
ekscitona tj. do povećanja veličine minimuma na 475 nm. Da bi se izračunao broj slojeva 
boje koji učestvuje u formiranju J-agregata, najpre je izračunat broj nanočestica C6 po 
dm
3
 rastvora za 5×10
-8
 M koncentraciju nanočestica C6, množenjem sa Avogadrovim 
brojem (6,022×10
23 
mol
-1
) i on iznosi 3×10
16.  Na isti način je dobijeno i da broj TC 
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molekula po dm
3
 rastvora koji odgovara graničnoj koncentraciji TC od 5×10-6 M iznosi 
3×10
18
. Prema tome, pri ovoj graničnoj koncentraciji TC boje i koncentraciji nanočestica 
Au 5×10
-8 M, broj molekula TC adsorbovan na jednoj nanočestici zlata iznosi približno 
100. Kada se uzme da srednja vrednost prečnika nanočestica zlata iznosi 6 nm (vrednost 
dobijena iz TEM merenja), dobijamo da je površina jedne nanočestice zlata 113 nm2 
(Tabela 10). Kao što je već spomenuto (poglavlje 4.2.2.4), u publikciji koju su objavili 
Lim i saradnici [76] cijanska boja slične strukture kao TC (boja strukture indola) ima 
dimenzije su 2,5 nm × 1,5 nm × 0,5 nm. U ovom proračunu uzeta je početna 
pretpostavka da je orijentacija TC horizontalna, pa prema tome jedan tiocijanski molekul 
boje ima površinu otprilike 3,75 nm2 (tj. naleže na površinu nanočestice sa tom 
površinom). Prema tome, ako se uzme da u graničnom slučaju molekuli TC boje u prvom 
sloju koji okružuje nanočesticu zlata leže u horizontalnom ili kosom položaju na površini 
nanočestice, dobija se da je broj molekula boje u prvom sloju približno 30. Ukoliko bi 
ovo bio slučaj, optimalna dubina minimuma ekscitona na 475 nm bi bila dostignuta kada 
bi 3 sloja molekula TC boje bila naslagana jedan na drugom na površini nanočestice zlata 
C6, jer na jednu nanočesticu zlata dolazi 100 molekula boje. Uzimajući u obzir 
elektrostatičke sile, odnosno odbojne interakcije između negativno naelektrisanih 
površina nanočestica i negativno naelektrisanih terminalnih sulfo-grupa TC boje, malo je 
verovatno da molekuli TC leže horizontalno na površini nanočestice. Iz ovoga se može 
zaključiti (ovim je omogućeno) da više od 30 molekula boje može da se spakuje u prvi – 
površinski sloj, i da se optimalni signal ekscitona najverovatnije dostigne sa 2 sloja J-
agregata TC boje koji pokrivaju površinu nanočestice. Na Slici 59 je prikazana ova 
najverovatnija - kosa konfiguracija.     
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                                                             (a) 
 
 
 
 
 
   (b)                                                     (c) 
 
Slika 59. Ilustracija položaja molekula boje na površini nanočestice zlata (a); prvi sloj: 
dipoli konsekutivnih redova TC boje su orijentisani u suprotnim smerovima, što je 
predstavljeno žutim i zelenim blokovima (b); drugi sloj (narandžasti blokovi) na površini 
tj. iznad prvog sloja (c) 
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4.2.4.3  Kinetika i mehanizam  formiranja  J-agregata 
 
Kinetika formiranja J-agregata je praćena u zavisnosti od vremena na dva načina: 
praćenjem promene apsorbancije na 475 nm i fluorescencije na ~485 nm. U slučaju obe 
metode dobijene su veoma slične kinetičke krive. Na Slici 60 (kriva 3) je predstavljena 
tipična kinetička kriva dobijena iz spektrofotometrijskog merenja brzine reakcije za 
disperzioni sistem koji je sadržavao TC (1,67×10-5 M) i nanočestice C6 (5×10-8 M).  
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Slika 60. Promena apsorbancije (A475) u zavisnosti od vremena za disperzioni sistem koji 
sadrži 1,67×10-5 M TC i 5×10-8 M nanočestice Au na 28° C. Kvadratići- eksperimentalne 
tačke; kriva (1) – brz proces; kriva (2) – spor proces i kriva (3) – fitovanje 
eksperimentalno dobijenih rezulata sa jednačinom (24) 
 
Eksperimentalno dobijene tačke predstavljene na Slici 60 su se najbolje mogle 
fitovati jednačinom (24), koja predstavlja aproksimiranu formu jednačine koja opisuje 
dve konsekutivne reakcije prvog reda [175]: 
 
A = A0 + A1exp(-kobs1t) +A2exp(kobs2t)  (24) 
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gde su A1, A2 i A0 konstante. Konstante brzine prvog reda za brži i sporiji proces su k1obs 
i k2obs. Fitovanjem eksperimentalno dobijenih rezultata na Slici 60 sa jednačinom (24) 
dobijene su vrednosti za k1obs = (4,514 ± 0,445) s
-1
, k2obs = (1,81 ± 0,45)×10
-1
 s
-1
, A1 = 
(5,6 ± 0,2)×10
-2
, A2 = (2,4 ± 0,2)×10
-2
 i A0 = (1,56 ± 0,33)×10
-3
. Vrednosti za 
poluvremena reakcija koja odgovaraju bržem i sporijem procesu su 2/11t  = 0,221 ± 0,022 
s i 2/12t  = 5,524 ± 0,136 s.  
 Na Slici 61 je predstavljena kinetička kriva za fluorescenciju dobijena iz 
fluorescentnih merenja brzine reakcije za disperzioni sistem koji je sadržavao      
1,67×10
-5
 M TC i 5×10
-8
 M nanočestica C6. I u ovom slučaju eksperimentalno dobijeni 
podaci su se najbolje mogli fitovati sa jednačinom (24). Dobijene vrednosti za 
poluvremena reakcija koja odgovaraju bržem i sporijem procesu su 2/11t  = 0,171 ± 0,009 
s i 2/12t  = 3,225 ± 0,389 s. Fitovanjem eksperimentalno dobijenih podataka na Slici 61 sa 
jednačinom (24) dobijene su i vrednosti za k1obs = (5,85 ± 0,33) s
-1
, k2obs = (3,00 ± 
0,45)×10
-1
 s
-1
, A1 = (2,4 ± 0,06), A2 = (0,94 ± 0,04) i A0 = (0,42 ± 0,03). Ove vrednosti 
se, u granicama eksperimentalne greške, slažu sa vrednostima konstanti brzina reakcije 
dobijenim iz spektrofotometrijskih merenja. 
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Slika 61. Zavisnost intenziteta fluorescencije na ~485 nm od vremena za disperziju koja 
sadrži 1,67×10-5 M TC i 5×10-8 M koncentraciju nanočestica Au na 28o C. Kvadratići – 
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eksperimentalne tačke; kriva – fitovanje eksperimentalno dobijenih rezultata sa 
jednačinom (24) 
 Rezultati pokazuju da se u slučaju formiranja J-agregata radi o dva procesa, iz 
čega je, u skladu sa datim kinetičkim podacima, pretpostavljen najverovatniji mehanizam 
reakcije, prema kojem je brži proces moguće pripisati adsorpciji TC na površini koloidne 
čestice, a sporiji pregrupisavanju TC i formiranju J-agregata. 
 Da bi se stekao bolji uvid u kinetiku ovog procesa, kinetički podaci su fitovani i 
sa rastegnutom eksponencijalnom funkcijom (engl. stretched-exponential function) [192]  
tj. formom eksponencijalne funkcije sa dodatnim „stretching“ eksponentom, pošto je u 
literaturi potvrđeno da se u nekim slučajevima adsorpcija fluorofore na površinama bolje 
fituje ovakvom funkcijom. Na Slikama 62 - 65 su prikazani rezultati fitovanja 
eksperimentalnih podataka dobijenih iz spektrofotometrijskih i fluorescentnih kinetičkih 
merenja sa obe eksponencijalne funkcije, zajedno sa odgovarajućim rezidualnim graficima 
(engl. residual plots).  
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Slika 62. Zavisnost esperimentalno dobijenih spektrofotometrijskih kinetičkih podataka 
„rastegnutom“ eksponencijalnom funkcijom (a) i odgovarajući rezidualni grafik (b) 
 
 Rezidualni grafik predstavlja razliku između pravih eksperimentalnih podataka 
(tačaka) i teorijske funkcije kojom se fituje, pri čemu je na vertikalnoj (y) osi 
predstavljena ta razlika (residual) a na horizonatlnoj (x) osi je nezavisna varijabla, u 
ovom slučaju vreme.    
Za „rastegnutu“ eksponencijalnu funkciju korišćena je sledeća jednačina (25):  
 
3)2(1
PxPePy   (25)
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gde je parametar β „stretching“ eksponent (poglavle 2.3.1.1a)).                                             
 
i fitovanjem eksperimentalnih spektrofotometrijskih kinetičkih podataka jednačinom (25) 
dobijeni su sledeći parametri: P1 = 0,082 ± 0,005, P2 = 1,156 ± 0,253, P3 = 0,443 ± 
0,062. 
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Slika 63. Fitovanje eksperimentalno dobijenih spektrofotometrijskih podataka sa 
opadajućom ekponencijalnom funkcijom drugog reda (jedn. (24) (a) i odgovarajući 
rezidualni grafik (b) 
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Slika 64. Fitovanje esperimentalno dobijenih fluorescentnih kinetičkih podataka 
„rastegnutom“ eksponencijalnom funkcijom (a) i odgovarajući rezidualni grafik (b) 
 
 Rezultati su, kao i u slučaju Slike 62, dobijeni fitovanjem esperimentalno 
dobijenih fluorescentnih kinetičkih podataka jednačinom (25) i pritom su dobijene 
sledeće vrednosti parametara: P1 = 3,895 ± 0,102, P2 =  1,692 ± 0,188, P3 = 0,292 ± 
0,014. 
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Slika 65. Fitovanje eksperimentalno dobijenih fluorescentnih podataka sa opadajućom 
ekponencijalnom funkcijom drugog reda (jedn. (24)) (a) i odgovarajući rezidualni grafik 
(b) 
 
 Poređenjem sa odgovarajućim rezidualnim graficima, očigledno je da se 
eksperimentalni podaci, kako iz spektrofotometrijskih tako i iz fluorescentnih merenja, 
bolje slažu sa opadajućom eksponencijalnom funkcijom drugog reda (jednačina (24)). Na 
osnovu ovoga zaključeno je da se predstavljeni kinetički model sastoji od dva 
konsekutivna koraka, od kojih je prvi brži za faktor 20.    
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 Na osnovu pretpostavljenog mehanizma, prema kojem prvi proces odgovara 
brzoj direktnoj adsorpciji TC boje na nanočestice zlata C6, najverovatnije je da ovaj 
proces uključuje formiranje J-agregata adsorbovane TC boje preko π-π interakcija sve 
dok se ne dostigne dovoljna (granična) površinska pokrivenost, što se, u pomenutim 
uslovima, dešava pri koncentraciji TC boje od ≈ 0,5×10-5 M (Slike 56 i 57) [2,150]. Ova 
pretpostavka je u skladu sa činjenicom da obe kinetičke krive, jedna koja je dobijena iz 
apsorbancije na 475 nm (Slika 60) i druga izvedena iz fluorescencije na ~485 nm (Slika 
61) pokazuju da postoji ovaj brzi proces. Karakterističan apsorpcioni minimum („dip“) 
na 475 nm koji se može videti u apsorpcionom spektru predstavlja direktan dokaz da 
dolazi do formiranja J-agregata na površini nanočestice C6. U pretpostavljenom 
mehanizmu, drugi, sporiji proces, koji se takođe može prepoznati u slučaju obe kinetičke 
krive, pripisan je rastu J-agregata na početnom (inicijalnom) TC sloju. S druge strane, 
nasuprot ovom jednostavnom dvostepenom mehanizmu, kinetika formiranja tiocijanskih 
J-agregata u odsustvu metalnih nanočestica može da se odvija preko kompleksnog 
autokatalitičkog procesa, koji uključuje ravnotežu između monomera i dimera boje, kao 
što na to ukazuje i sigmoidni oblik kinetičke krive [79]. Međutim, i u merenjima 
predstavljenim u ovom radu, sličan ravnotežni proces između monomernog i dimernog 
oblika boje u rastvoru, koji se dešava paralelno sa J-agregacijom, bi mogao da doprinese 
uklanjanju (nestajanju) monomernog oblika boje iz rastvora. Pri izvođenju 
eksperimenata, formiranje J-agregata je praćeno snimanjem promene apsorbancije preko 
stvaranja minimuma na 475 nm, dok je kod fluorescentnih merenja praćeno gašenje 
fluorescencije monomera na ~485 nm, pa se time može objasniti razlika u dobijenim 
vrednostima za poluvremena reakcije. Ovakav proces je takođe očigledan i iz promene 
odnosa apsorbancija dimera i monomera na 409 i 428 nm, što se može videti i sa Slike 
55.       
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4.2.4.3 a) Zavisnost konstanti brzine od koncentracije TC boje 
 
 Fluorescentnim i spektrofotometrijskim merenjima brzine reakcije, ispitan je 
uticaj koncentracije TC boje na kinetiku reakcije bržeg i sporijeg procesa J-agregacije. 
Brzina reakcije praćena je u rastvoru koloidne disperzije C6, koncentracije nanočestica 
5×10
-8
 M u prisustvu TC boje u opsegu koncentracija 0,167×10
-5
 M – 1,67×10-5 M. 
Rastvor je sadržavao 0,1 M KCl, a merenja su vršena na 16° C.  
 Kod spektrofotometrijskih merenja, koncentracije TC koje su bile niže od  
0,5×10
-5
 M nisu pokazale da postoje dovoljne promene u apsolutnoj vrednosti 
apsorbancije da bi se odredile vrednosti za k1obs i k2obs, pa su iz tog razloga na Slici 66 (a) 
i (b) predstavljena merenja samo u opsegu koncentracija 0,5×10
-5
-1,67×10
-5
 M. S druge 
strane, fluorescentna merenja su se pokazala kao osetljivija, pa su u ovom slučaju 
konstante brzine k1obs i k2obs prikazane za pun opseg koncentracija TC, 0,167×10
-5
 M – 
1,67×10
-5
 M. Vrednosti k1obs i k2obs su dobijene fitovanjem kinetičkih krivih sa jednačinom 
(24) i u svim slučajevima je dobijena vrednost za k1obs bila veća od vrednosti k2obs. 
 Na Slici 66 (a) je prikazana zavisnost k1obs od koncentracije TC, dobijena iz 
fluorescentnih i spektrofotometrijskih merenja, i vidi se da je ona nelinearna.  
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Slika 66. Zavisnost konstante brzine (k1obs) brzog procesa od koncentracije TC dobijena 
iz fluorescentnih (kvadratići) i spektrofotometrijskih (kružići) merenja na 16° C (a); 
zavisnost konstante brzine (k2obs) sporog procesa od koncentracije TC dobijena iz 
fluorescentnih (kvadratići) i spektrofotometrijskih (kružići) merenja na 16° C (b)  
 Konstanta brzine k1obs se može pripisati direktnoj adsorpciji TC boje na 
nanočesticu C6 i formiranju J-agregata. Slika 66 (a) pokazuje da se sa povećanjem 
koncentracije TC boje povećava i vrednost k1obs  i da ta vrednost dostiže maksimum pri 
koncentraciji TC od oko 0,25×10
-5
 M. Sa daljim povećanjem koncentracije TC dolazi do 
smanjenja vrednosti ove konstante brzine. Ovakvi rezultati su u skladu sa rezultatima 
dobijenim iz spektrofotometrijskih i fluorescentnih merenja (Slika 56 i 57) koji su ukazali 
na to da je iznad koncentracije TC boje ~ 0,5×10
-5 M površina koloida Au već zasićena 
TC bojom.  
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 Isti – zvonasti oblik zavisnosti konstante brzine k2obs od koncentracije TC boje 
(Slika 66 (b) je dobijen kako iz fluorescentnih tako i iz spektrofotometrijskih merenja. 
Konstanta brzine k2obs se može pripisati daljem rastu J-agregata. Najverovatnije je da, 
kada se jednom dostigne zasićenje površine nanočestica Au, dalji višak boje se javlja u 
obliku uravnotežene smeše monomera i dimera u rastvoru. Iako zavisnosti konstanti 
brzina k1obs and k2obs imaju istu funkcionalnu formu, one se razlikuju po vrednosti za faktor 
20. Najverovatniji razlog ovome je to što se i brzi i sporiji proces odigravaju adsorpcijom 
boje na zakrivljenoj površini ali u drugom procesu dolazeći molekuli TC boje takođe 
moraju da savladaju i sternu zaštićenost sulfo-grupama boje, orijentisanih ka rastvoru.    
 
4.2.4.3 b) Zavisnost brzine reakcije od temperature i određivanje termodinamičkih 
parametara 
 
 Termodinamički parametri reakcije formiranja J-agregata određeni su praćenjem 
brzine reakcije oba procesa na osnovu promene fluorescencije, u zavisnosti od vremena 
na različitim temperaturama. Dobijeni rezultati su pokazali da brzina J-agregacije zavisi 
od temperature disperznog sistema koji sadrži TC boju i koloid C6, i to da sa povišenjem 
temperature dolazi do povećanja vrednosti konstanti brzine. Eksperimenti su izvedeni na 
16° C, 20° C, 24° C, 28° C i 30° C, u prisustvu 5×10
-8
 M nanočestica zlata C6 i  
1,67×10
-5 
M TC.  
 Da bi se detaljnije opisali brz i spor proces J-agregacije, određeni su kinetički 
parametri korišćenjem Arrhenius-ove jednačine za kinetički izraz reakcije k = Zexp(-
Ea/RT), gde je Z = pre-eksponencijalni faktor, Ea = aktivaciona energija, T = 
temperatura (K), R = gasna konstanta, 8,314 J K
-1
 mol
-1
. Odgovarajuće vrednosti za 
aktivacione energije (izračunate iz grafika zavisnosti lnk1obs i lnk2obs od 1/T direktno iz 
nagiba) i pre-eksponencijalne faktore (izračunate iz odsečaka na graficima zavisnosti 
lnk1obs i lnk2obs od 1/T) su date u Tabeli 14. 
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Tabela 14. Termodinamički i aktivacioni parametri J-agregacije TC boje u prisustvu 
nanočestica C6 
 
 Brz proces Spor proces 
Energija aktivacije, 
 Ea [kJ/mol] 
170,7 93,5 
Pre-eksponencijalni faktor, 
 Z [s
-1
] 
2,28×10
30
 1,21×10
15
 
Entalpija aktivacije, 
ΔH≠ [kJ/mol] 
168,2 91,06 
Entropija aktivacije, ΔS≠ 
[J/mol
 
K] 
385,33 93,01 
 
 
 Aktivacioni parametri ΔH≠ i ΔS≠, koji se odnose na konstante brzina k1obs i k2obs, 
su izračunati iz odsečka i nagiba na Slici 67 (a) i (b), korišćenjem Eyring-ove jednačine 
(brzina reakcije = kbT/h exp(ΔS
≠
/R) exp(-ΔH≠/RT)), gde kb predstavlja Boltzmann-ovu 
konstantu, i dobijene vrednosti parametara su prikazane u Tabeli 14. 
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Slika 67. Zavisnost R ln (k1h/kbT) [J K
-1
 mol
-1
] od 1/T (a) i R ln (k2h/kbT) [J K
-1
 mol
-1
] 
od 1/T (b) 
  143 
 Očekivana razlika između prvog i drugog reakcionog koraka se odrazila i kao 
nejednakost u doprinosima entalpije u prvom brzom (ΔH≠ = 168,2 kJ mol−1) i u drugom 
sporijem (ΔH≠ = 91,06 kJ mol−1) reakcionom koraku. Razlika u vrednostima aktivacionih 
parametara odražava složenost brzog formiranja J-agregata na površini nanočestica C6 
praćenog sporim procesom koji se pripisuje rastu J-agregata na inicijalnom sloju J-
agregata. Prvi, brži proces se karakteriše višom aktivacionom barijerom u odnosu na 
drugi proces (170,7 kJ/mol u odnosu na 93,5 kJ/mol) što je u skladu tj. kompenzuje se sa 
značajnom razlikom u vrednostima pre-eksponencijalnih faktora, 2,28×1030 s-1 u 
poređenju sa 1,21×1015 s-1, a što rezultuje da se vrednosti za brzine reakcije razlikuju za 
faktor ~25 (npr. iz promene apsorbancije na 475 nm u zavisnosti od vremena, na 28° C, 
2/1
1t  = 0,221 s i 
2/1
2t  = 5,524 s). Najverovatnije je da tako visoka vrednost pre-
eksponencijalnog faktora za brži proces ukazuje na elektrostatičke interakcije između 
suprotno naelektrisanih vrsta, za koje su inače i karakteristične visoke vrednosti pre-
eksponencijalnih faktora i pozitivnih vrednosti za entropiju [355], kao što su one 
dobijene ovde. U ovom konkretnom slučaju, ovakve interakcije bi jedino bile moguće 
ako bi boja prišla negativno naelektrisanoj površini nanočestica zlata preko tiazolnog 
sumpora koji nosi pozitivno naelektrisanje [76]. Ovo objašnjenje je dalje potvrđeno 
dobijenom visokom vrednošću aktivacione energije za inicijalnu apsorpciju, što ukazuje 
na to da je potrebno da boja bude odgovarajuće orijentisana da bi došlo do 
elektrostatičke interakcije. Na početku je uzeta pretpostavka da je drugi proces isključivo 
kontrolisan difuzijom, ali kada bi to bilo tačno, aktivaciona energija za ovaj proces bi bila 
slična aktivacionoj energiji za viskozitet vode. Međutim, ova vrednost aktivacione 
energije, od 93,5 kJ/mol je značajno veća od aktivacione energije za viskozitet vode koja 
iznosi ≈20 kJ/mol [356,357]. Najverovatnije je da sterni efekat sulfo-grupa, koje su 
isturene ka rastvoru, doprinosi višoj vrednosti aktivacione barijere u drugom koraku. 
Prema tome, dobijeni kinetički parametri su u skladu sa predloženim mehanizmom i 
reakcionim putevima.   
 U poređenju sa nanočesticama zlata C6 i C9,5,  nanočestice C17 i C30, osim što 
su većih dimenzija, imaju i veću količinu negativnog naelektrisanja adsorbovanog na 
površini tj. veću apsolutnu vrednost zeta potencijala (poglavlje 4.1.4, Tabela 6). Takođe, 
za razliku od boratnih jona, citratni joni su jače vezani za površinu nanočestica, pri čemu 
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su karboksilne grupe okrenute ka rastvoru i otežavaju prilaz TC boje površini čestice a 
samim tim i formiranje J-agregata. 
S druge strane, kod nanočestica sa adsorbovanim boratnim jonima na površini, 
najmanje nanočestice C6 sadrže veći boj površinski aktivnih atoma zlata nego veće 
nanočestice C9,5, kao i manje adsorbovanog negativnog naelektrisanja na površini 
(Tabela 6). Time se smanjuju elektrostatičke odbojne sile između čestica i boje, koja je 
takođe negativno naelektrisana zbog prisustva negativnih sulfonskih grupa na krajevima 
molekula. Ovim je olakšan prilaz molekulima boje površini nanočestica zlata C6 i 
omogućeno formiranje J-agregata. Pored toga, na formiranje ovih agreagata verovatno 
utiče i orijentacija TC boje na površini čestica zlata, pri čemu je kod nanočestica zlata 
C9,5 dobijena orijentacija - vertikalna duž kraće strane, a kod nanočestica zlata C6 kosa, 
čime je omogućeno da se veći broj molekula boje smesti na površini ovih nanočestica, i 
to u više slojeva.  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  145 
4.2.4.4 Uticaj katjona na formiranje J-agregata 
 
 Poznato je da jednovalentni, dvovalentni i trovalentni metalni joni mogu uticati na 
formiranje J-agregata cijanskih boja [79]. Iz tog razloga ispitan je i uticaj vrste i 
koncentracije metalnih katjona u različitim oksidacionim stanjima (Li+, Na+, K+, Cs+, 
Mg
2+,
 Al
3+
) na J-agregaciju TC boje, u odsustvu i prisustvu koloida C6. Pritom su 
snimani apsorpcioni spektri TC boje u prisustvu hlorida K
+
, Mg
2+
 i Al
3+
, koloida C6 sa 
TC bojom u prisustvu hlorida K
+
, Cs
+
, Mg
2+
 i Al
3+
, ispitan je uticaj različitih 
jednovalentnih katjona (Li
+
, Na
+
, K
+
, Cs
+
) na brzinu reakcije J-agregacije, kao i zavisnost 
brzine reakcije od temperature u prisustvu jona Cs
+. Ovde je još važno naglasiti da je, u 
svim rastvorima, za ispitivanje uticaja katjona korišćen originalni rastvor TC boje 
(poglavlje 3.1), u kojem je već bila prisutna 1×10-3 M KCl, u koju su potom dodavani 
rastvori različitih katjona.  
 Na Slici 68 su predstavljeni apsorpcioni spektri 5×10
-8
 M koloida C6 i     
1,67×10
-5
 M TC boje u prisustvu 5×10
-5
 M KCl, 1×10
-3 
M CsCl, 1×10
-3 
M MgCl2 i 1×10
-
3 
M AlCl3. 
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Slika 68. Apsorpcioni spektri koloida 5×10
-8
 M C6 sa 1,67×10
-5
 M TC bojom u 
prisustvu jona: 5×10
-5
 M K
+ 
(1); 1×10
-3
 M Cs
+ 
(2); 1×10
-3
 M Mg
2+ 
(3) i 1×10
-3
 M Al
3+ 
(4) 
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 Sa Slike 68 se može videti da je u svim slučajevima došlo do formiranja J-
agregata, sa karakterističnim oštrim apsorpcionim minimumom na 475 nm, osim u 
slučaju kada je u rastvor TC boje dodat rastvor soli Al3+.   
 U radu koji je objavio Chibisov sa saradnicima [79], pokazano je da je sa 
cijanskom bojom slične strukture kao TC, u prisustvu hlorida jednovalentnih katjona, kao 
i nitrata dvo- i trovalentnih katjona došlo do formiranja J-agregata. Primećeno je i da 
brzina reakcije raste sa povećanjem koncentracije boje, kao i katjona, i da je najveća za 
trovalentne metalne katjone, najmanja za jednovalentne, a za dvovalentne katjone je 
između tih vrednosti, dok je nezavisna od tipa anjona [79]. S druge strane, za razliku od 
ovde opisanog dvostepenog mehanizma (poglavlje 4.2.4.3) kinetika i mehanizam ove 
reakcije su objašnjeni autokatalitičkim procesom [79].  
 Iz tog razloga, da bi se proverilo da li dolazi do formiranja J-agregata kada su u 
rastvoru TC boje prisutni joni K
+
, Mg
2+
 i Al
3+
 bez dodatka nanočestica snimani su 
apsorpcioni spektri, prikazani na Slici 69. 
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Slika 69. Apsorpcioni spektri 1,67×10
-5
 M TC boje u prisustvu jona: 1×10
-3
 M K
+ 
(1); 
1×10
-3
 Mg
2+ 
(2); 1×10
-3
 Al
3+ 
(3) 
 
 Sa Slike 69 se može videti da je u prisustvu 1×10-3 M jona Mg2+ i Al3+ došlo do 
formiranja novog pika na ~ 460 nm, što je ukazalo na formiranje J-agregata TC boje 
[79], dok u prisustvu iste koncentracije jona K
+
 nije primećeno formiranje J-agregata. 
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Poređenjem Slike 68 (u prisustvu C6) sa Slikom 69 (bez C6) vidi se da metalni joni, osim 
Al
3+
 ne utiču na promene spektra plazmona, dobijene u prisustvu C6. Pored toga, 
primećuje se i da se u prisustvu jona formira apsorpcioni pik, dok se u prisustvu 
nanočestica C6 obrazuje apsorpcioni minimum („dip“), što se može objasniti 
kuplovanjem površinskog plazmona C6 i molekulskog ekscitona J-agregata [1,12] u 
drugom slučaju, dok u prisustvu jona nema prenosa energije, već samo apsorpcije fotona.    
 
4.2.4.4. a) Kinetika formiranja J-agregata u prisustvu različitih katjona 
 
 S obzirom na rezultate dobijene u prethodnom poglavlju, brzine reakcija su 
praćene u zavisnosti od vrste jednovalentnih katjona. Pritom je koncentracija TC boje 
održavana konstantnom (1,67×10-5 M) uz prisustvo 1×10-3 M soli Li+, Na+, K+ i Cs+. 
Dobijeni rezultati su predstavljeni u Tabeli 15. 
 
Tabela 15. Uticaj 1,0×10
-3
 M katjona Li
+
, Na
+
, K
+ 
i Cs
+ 
na brzinu reakcije prvog i drugog 
procesa. T = 16° C, TC = 1,67×10
-5 
M 
 
Vrsta 
katjona 
C (M) t1 (s) k1 (s
-1
) t2 (s) k2 (s
-1
) 
Li 1,0×10
-3
 0,240±0,004 4,16 4,31±0,10 0,23 
Na 1,0×10
-3
 0,347±0,008 2,88 8,59±0,15 0,16 
K 1,0×10
-3
 0,380±0,001 2,63 7,28±0,15 0,14 
Cs 1,0×10
-3
 0,935±0,200 1,07 7,45±2,43 0,13 
 
 Iz rezultata predstavljenih u Tabeli 15 se može videti da u zavisnosti od vrste 
dodatog jednovalentnog katjona postoji razlika u konstantama brzine. Preciznije, sa 
porastom veličine katjona (Li+ < Na+ < K+ < Cs+) korišćenog za „podsticanje“ J-
agregacije menja se vrednost konstante brzine, i u slučaju bržeg i sporijeg procesa. 
Pritom, ako posmatramo niz od Li
+
 do Cs
+
, konstanta brzine prvog - brzog procesa 
opada za faktor 4, a drugog - sporijeg procesa za faktor 2. 
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 Da bi se ispitao uticaj jonske jačine, detaljno je ispitan i uticaj koncentracije KCl 
na brzinu reakcije prvog i drugog procesa pri konstantnoj koncentraciji TC boje 
(1,67×10
-5
 M). Rezultati su predstavljeni u Tabeli 16. 
  
Tabela 16. Uticaj koncentracije KCl na brzinu reakcije prvog i drugog procesa na 10° C i 
pri konstantnoj koncentraciji TC = 1,67×10
-5 
M 
 
CKCl(M) t1(s) k1(s
-1
) t2(s) k2(s
-1
) 
0,5×10
-3
 0,22 ± 0,002 4,55 3,62 ± 0,06 0,27 
1,0×10
-3
 0,25 ± 0,02 4,00 6,97 ± 0,10 0,14 
2,0×10
-3
 0,21± 0,013 4,76 3,13 ± 0,42 0,32 
3,5×10
-3
 0,205 ± 0,008 4,88 5,54 ± 0,53 0,18 
5,0×10
-3
 0,209 ± 0,013 4,78 4,83 ± 0,44 0,21 
6,0×10
-3
 0,18 ± 0,013 5,56 5,79 ± 0,74 0,17 
1,0×10
-2
 0,18 ± 0,001 5,56 4,75 ± 0,35 0,21 
 
Iz rezultata predstavljenih u Tabeli 16 se može videti da ne postoji jasno 
definisana pravilnost, i stoga se pretpostavlja da su, dobijene male razlike u konstantama 
brzine u granicama greške merenja. 
 Ispitan je i uticaj koncentracije CsCl na konstante brzine brzog (k1) i sporijeg (k2) 
procesa, na 16° C i u prisustvu 1,67×10
-5 
M TC, i rezultati su predstavljeni u Tabeli 17. 
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Tabela 17. Uticaj koncentracije CsCl na konstante brzine brzog (k1) i sporijeg (k2) 
procesa, na 16° C 
 
C CsCl (M) t1 (s) k1 (s
-1
) t2 (s) k2 (s
-1
) 
0,5×10
-3
 0,37 ± 0,01 2,76 10,13 ± 0,17 0,098 
1,0×10
-3
 0,489 ± 0,01 2,04 10,61 ± 0,16 0,100 
3,0×10
-3
 0,45 ± 0,01 2,25 15,28 ± 0,23 0,065 
 
Iz rezultata prikazanih u Tabeli 17 se može zaključiti da, u zavisnosti od 
koncentracije Cs
+
,  nema značajne razlike u konstantama brzina za oba procesa, slično 
kao i u slučaju KCl. 
 
4.2.4.4 b) Termodinamika reakcije u prisustvu Cs
+
 jona 
 
Da bi se ispitala zavisnost brzine reakcije od temperature određeni su i 
termodinamički parametri reakcije u prisustvu 1×10-3 M Cs+ i 1,67×10-5 M TC boje, 
nakon dodatka koloida C6, i rezultati su predstavljeni u Tabeli 18.  
 
Tabela 18. Zavisnost brzine reakcije od temperature, u prisustvu 1×10
-3 
M Cs
+
 i  
1,67×10
-5 
M TC boje, nakon dodatka koloida C6 (5×10
-8 
M) 
 
T (°C) T (K) 
1/T (K) 
×10
-3
 
t1 (s) k1 (s
-1
) t2 (s) k2 (s
-1
) 
16 289 3,46 0,489 ± 0,01 2,04 9,89 ± 0,02 0,10 
21-22 295 3,40
 
0,250 ± 0,01 4,00 7,95 ± 0,01  0,13 
25 298 3,35 0,148 ± 0,02 4,55 3,65 ± 0,10 0,14 
31 304 3,29 0,157 ± 0,01 6,55 5,19 ± 0,13  0,19 
 
 Iz Tabele 18 se može videti da, za oba procesa sa povišenjem temperature, 
poluvreme reakcije opada tj. konstanta brzine raste. 
Na Slici 70 je prikazana zavisnost lnk od 1/T u prisustvu 1×10
-3
 M CsCl i  
1,67×10
-5 
M TC nakon dodatka 5×10
-8 
M koloida C6. 
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k
1/T (K
-1
) x 10
-3
 
 
Slika 70. Zavisnost lnk1 i lnk2 od temperature u prisustvu 1×10
-3
 M CsCl i 1,67×10
-5 
M 
TC nakon dodatka 5×10
-8 
M koloida C6. 
 
Iz grafika zavisnosti lnk od 1/T (Slika 70), iz nagiba su izračunate odgovarajuće 
vrednosti za aktivacione energije, Eact1 = 47,55 kJ/mol a Eact2 = 29,93 kJ/mol, dok su 
odsečci na graficima vezani za pre-eksponencijalne faktore, Z1 = 1,11×109 s-1 a Z2 = 
2,57×10
4
 s
-1
. Može se primetiti da su u prisustvu jona Cs+ dobijene niže vrednosti 
aktivacionih energija u poređenju sa vrednostima dobijenim bez njihovog prisustva (Ea1 = 
170,7 kJ/mol i Ea2 = 93,5 kJ/mol, poglavlje 4.2.4.3 b), što znači da je u ovom slučaju 
smanjena energetska barijera i pospešena reakcija J-agregacije. 
Da bi se podrobnije ispitale reakcije u prisustvu jona neophodna su dalja 
ispitivanja, u kojima ćemo koristiti i fluorescentna merenja, ali ono što je očekivano na 
osnovu dosadašnjih ispitivanja je da bi se fluorescencija boje u prisustvu soli povećala 
[79].  
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4.3 Biološka aktivnost nanočestica zlata 
 
 Na osnovu preliminarnih rezultata dobijenih ispitivanjem citotoksičnih efekata 
nanočestica C6, C9,5, C15 i C47 primećeno je da su u slučaju koloida sa adsorbovanim 
citratnim jonima, C15 i C47, dobijeni značajniji efekti. Iz tog razloga dalje je analizirana 
zavisnost citotoksičnih efekata ovih nanočestica od njihove koncentracije i veličine, 
korišćenjem dva in vitro model-sistema humanih ćelija: limfocita i fibroblasta. 
Citotoksični efekti ispitani su primenom CB-mikronukleusnog testa na limfocitima 
periferne krvi i γ-H2AX eseja na fibroblastima kože. 
 Kulture limfocita su tretirane različitim dozama koloidnih disperzija C15 i C47, 
gde su, u finalnoj zapremini za medijum ćelijske kulture, koncentracije zlata bile u opsegu 
od 1 do 20 µg/mL (Tabela 19). 
 
Tabela 19. Učestalost mikronukleusa i CBPI u kulturama limfocita tretiranim koloidima 
zlata C15 i C47 (rezultati analize prikazani su kao srednja vrednost tri merenja) 
 
Raspodela MN 
Broj BN sa MN  
Koncentracija 
zlata 
(µg / mL) 
Učestalost  
MN/1000 BN* 
0 1 2 3 4 5 
CBPI* 
Netretirana 
kontrola 
24,46 1080 21 3    1,75 
C47 (47 nm)         
1,8 45,62 1050 44  2   1,80 
3,6
 
49,38 1710 56 16    1,84 
11,1 51,65 1386 57 9    1,85 
14,5 88,89  1248 86 14 2   1,87 
16,5 85,71 1044 64 8  4  1,97 
18,2 83,74 1146 54 6 12   1,93 
C15 (15 nm)         
1,8 73,73 1015 60 10    1,82 
3,6
 
77,70 1098 82 2 2   1,84 
11,1 79,66 1320 64 20  2  1,99 
14,5 90,09 1634 128 10 4   1,93 
16,5 102,76 1474 94 20 4 2 2 1,90  
18,2 65,10 1089 51 12    1,85  
*MN – mikronukleusi; BN – binuklearne ćelije; CBPI – citokinezis-blok proliferativni 
indeks 
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 Student-ovim T-testom utvrđeno je da je tretman kultura limfocita koloidima 
zlata C15 i C47 izazvao citotoksične efekte što je pokazano statistički značajnim (p < 
0,05) povećanjem učestalosti mikronukleusa (br. MN/1000 BN) i blagim povećanjem 
ćelijskog proliferativnog potencijala u poređenju sa kontrolom.  
 Nanočestice zlata C47 su u limfocitima indukovale povećanje učestalosti MN do 
350% iznad kontrolne vrednosti, dok su C15 čestice povećale učestalost MN i do 420% 
u poredjenju sa kontrolnim, netretiranim uzorkom. Važno je napomenuti da je u 
prisustvu iste količine zlata, efekat manjih nanočestica (koloid C15) bio znatno jači. Na 
primer, kada je koncentracija nanočestica C15 i C47 ista i iznosi 1,8 μg/mL, učestalost 
mikronukleusa indukovanih od strane C15 iznosi 73,73 dok u slučaju C47 iznosi 45,62 
(Tabela 19). Moguće objašnjenje ove pojave je da ista količina zlata sadrži različit broj 
nanočestica, koji u slučaju C15 iznosi 5,3×1013, dok kod C47 iznosi 1,7×1012 
(koncentracija zlata u koloidnoj disperziji je 1,8 μg/mL = 9,14×10-6 M, pa je dalje 
koncentracija nanočestica C15 i C47 izračunata koristići agregacioni broj n (jednačina 
(19)) a iz toga pomoću Avogadrovog broja i broj nanočestica), što znači da ima više 
nanočestica koloida C15 koje mogu ispoljiti jači uticaj u odnosu na C47. Ova činjenica, 
zajedno sa mogućim razlikama u apsorpciji ova dva koloida od strane ćelija, bi mogla biti 
razlog razlike u njihovoj toksičnosti.     
 Dobijeni rezultati dalje pokazuju da je povećanje učestalosti mikronukleusa 
indukovanih nanočesticama zlata praćeno povećanjem proliferativnog potencijala ćelija. 
Učestalost mikronukleusa i CBPI korelišu pozitivno, na granici statističkog značaja (p = 
0,06). U poređenju sa kontrolnim, netretiranim uzorkom utvrđeno je da se, sa 
povećanjem koncentracije zlata, vrednost CBPI statistički značajno (p < 0,05) 
povećavala, dok nije dostignuta maksimalna vrednost (CBPI = 1,97 za 2,62×10-11 M 
koncentraciju nanočestica C47 (koncentracija zlata je 16,5 μg/mL) i CBPI =1,99 za 
5,42×10
-10
 M koncentraciju nanočestica C15 (koncentracija zlata je 11,1 μg/mL)), nakon 
čega je opadala. 
 Generalno, tretman kultura limfocita sa koloidom C15 je izazvao jače 
citotoksične efekte od onih dobijenih tretiranjem sa koloidom C47.  
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 Dalje je od interesa bilo predstaviti dobijene rezultate kao funkciju veličine i 
koncentracije nanočestica, izračunate prema jednačini (19). Zavisnost učestalosti MN i 
CBPI od koncentracije nanočestica je predstavljena na Slici 71. 
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Slika 71. Zavisnost učestalosti mikronukleusa (a) i proliferacionog indeksa (b) 
(predstavljeno kao % od kontrole) od koncentracije nanočestica C15 i C47 u kulturama 
limfocita tretiranim ovim koloidima zlata  
 
 Predstavljeni rezultati su jasno ukazali da povećanje učestalosti mikronukleusa i 
proliferacionog indeksa zavise ne samo od koncentracije već i od veličine nanočestica. 
Nanočestice sa većim prečnikom (47 nm) su povećale učestalosti MN i CBPI pri nižim 
koncentracijama u odnosu na manje nanočestice (15 nm).  
 Rezultati analize učestalosti γ-H2AX fokusa u fibroblastima pokazuju da tretman 
nanočesticama C15 i C47 dovodi do pojave dvolančanih prekida DNK u zavisnosti od 
doze tj. koncentracije nanočestica (Tabela 20). Medjutim, učestalosti γ-H2AX fokusa su 
blago povećane u poređenju sa netretiranom kontrolom, bez statističkog značaja   (p > 
0,05).  
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Tabela 20. Uticaj koncentracije zlata u koloidnim disperzijama C15 i C47 na učestalost 
γ-H2AX fokusa u humanoj ćelijskoj liniji fibroblasta  
 
Koncentracija 
zlata 
(µg/mL) 
Broj analiziranih 
ćelija 
Učestalost γ-H2AX  
fokusa po ćeliji 
Netretirana 
kontrola 
340 3,56 
C47 (47 nm)   
1,8 335 3,60 
3,6 341 3,64 
11,1 338 3,62 
14,5 300 3,77 
16,5 324 3,81 
18,2 280 3,88 
C15 (15 nm)   
1,8 328 3,77 
3,6 330 3,91 
11,1 335 3,87 
14,5 318 3,90 
16,5 294 4,11 
18,2 275 4,08 
  
 Može se primetititi da su za oba proučavana ćelijska sistema dobijeni slični 
rezultati. Neznatno povećanje DSBs (engl. DSBs – double-strand breaks, poglavlje 
2.4.1.2) u fibroblastima tretiranim koloidima zlata ukazuje na to da mikronukleusi u 
limfocitima potiču pretežno od gubitka celih hromozoma, a u manjoj meri od 
hromozomskih fragmenata, što ukazuje da nanočestice zlata C15 i C47 ne ispoljavaju 
klastogeni način delovanja. Povećanje ćelijske proliferacije u prisustvu nanočestica zlata, 
koje je praćeno povećanjem učestalosti mikronukleusa, ukazuje da ove nanočestice 
izazivaju poremećaje kontrolnih tačaka ćelijskog ciklusa, omogućavajući nekontrolisanu 
proliferaciju i ulazak u mitozu sa nepopravljenim genomskim oštećenjima, tipičnim za 
fenomen mitotičke katastrofe.  
 Kontrolne tačke (Chk1 i Chk2) ćelijskog ciklusa imaju fiziološku ulogu da 
provere da li su procesi u svakoj fazi ćelijskog ciklusa adekvatno završeni pre progresije 
u narednu fazu. Njihova funkcija je da izvrše procenu oštećenja DNK, koja se detektuju 
senzornim mehanizmima. Najosetljivija metoda za ispitivanje oštećenja DNK je γ-H2AX 
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esej [358], koji je pokazao da tokom tretmana sa nanočesticama C15 i C47 skoro da 
nema indukcije DSBs (Slika 73).  
 
 
 
                        
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 72. Mikrografija fibroblastnih ćelija bez γ-H2AX fokusa 
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 (a) 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 (b) 
Slika 73. Mikrografije fibroblastnih ćelija sa γ-H2AX fokusima, koji su indukovani 
tretmanom nanočesticama zlata C15 (a) i C47 (b) (zeleni signali) 
  157 
 Sa druge strane, na limfocitnom ćelijskom sistemu, gde su ćelije brže rasle, 
nađena je velika količina nepopravljenih oštećenja koja su rezultovala pojavom MN, 
ukazujući na to da ćelije nemaju mogućnost da zaustave ćelijski ciklus dok se popravke 
ne završe. Progresija ćelijskog ciklusa je strogo regulisana ciklinima, kinazama zavisnim 
od ciklina (CDKs), inhibitorima kinaza zavisnih od ciklina (CKIs) i tumor-supresorskim 
proteinima kao što su p53 i retinoblastoma protein (pRb) [38]. Iako su potrebna dalja 
istraživanja molekulskih mehanizama koji omogućavaju progresiju ćelijskog ciklusa, 
možemo pretpostaviti da nanočestice zlata stimulišu proliferaciju limfocita menjanjem 
ekspresije i/ili funkcije gore pomenutih proteina.  
 Važno je istaći da interakcija nanočestica sa ćelijama zavisi i od naelektrisanja 
nanočestica [359]. Veličina i naelektrisanje nanočestica mogu uticati na in vitro ćelijsku 
apsorpciju. Pošto su nanočestice zlata negativno naelektrisane (slične vrednosti 
negativnog zeta potencijala su dobijene za oba koloida), one imaju jaku težnju za 
oblaganjem sa suprotno naelektrisanim pozitivnim vrstama u rastvoru kroz 
elektrostatičke interakcije, pa njihova genotoksična svojstva u nekom stepenu mogu biti 
pripisana njihovim elektrohemijskim svojstvima.  
 Na osnovu predstavljenih rezultata se može zaključiti da su genotoksična svojstva 
nanočestica zlata posmatrana u ovom ispitivanju jedinstvena i zahtevaju opsežnije 
istraživanje kako bi se dobile važne informacije o budućoj primeni i dizajniranju 
biokompatibilnih nanomaterijala.      
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5 Diskusija 
 
 
 Primenom više eksperimentalnih tehnika (TEM, UV-Vis spektrofotometrija, 
fluorescentna spektroskopija, FTIR, DLS, merenja zeta potencijala), dobijeni su rezultati 
koji pokazuju da dolazi do adsorpcije TC boje (natrijum-(Z)-3-(5-hlor-2-((5-hlor-3-(3-
sulfonatopropil)benzotiazol-2(3H)-iliden)metil)benzotiazol-3-ium-3-il)propan-1-
sulfonata) na nanočestice zlata različitih veličina koje na svojoj površini imaju 
adsorbovane boratne odnosno citratne jone. Ova interakcija se može objasniti slabim 
elektrostatičkim privlačenjem između negativno naelektrisanih karboksilatnih ili boratnih 
anjona na površini nanočestica zlata i pozitivno naelektrisanog dela tiazolnog prstena TC 
boje, što je u skladu sa ispitivanjem koje su Jeunieau i saradnici izveli na sličnom sistemu 
[78]. Pored toga, Sato i saradnici [10] su ispitivali elektrostatičku interakciju između 
negativno naelektrisane površine srebra i negativno naelektrisane slične tiocijanske boje 
koja ima parcijalno pozitivno naelektrisanje na hromofori. Hibridne nanočestice koje se 
sastoje od jezgra plementog metala funkcionalizovanog omotačem koga čini organska 
boja su poznate zbog svojih neobičnih optičkih svojstava, uključujući ultrabrze 
indukovane transparencije, nelinearno ponašanje, Fano rezonancije (vrsta fenomena 
rezonantnog rasejanja pri čemu se dobija asimetričan oblik linije rasejanja) i pojačano 
fotoindukovano razdvajanje naelektrisanja [1,10-15]. Razjašnjavanje mehanizma i 
kinetike interakcije negativno naelektrisane površine nanočestice zlata sa negativno 
naelektrisanom tiocijanskom bojom daje bolji uvid za potencijalnu upotrebu ovih 
hibridnih struktura u budućnosti za dizajniranje sistema za konvertovanje svetlosne 
energije, primenu u molekulskoj optoelektronici i kod senzornih uređaja, u katalizi, 
prenosu lekova, nanoelektronici i medicinskoj dijagnostici. Zato je neophodno razumeti 
hemiju interakcija nanočestica zlata sa tiocijanskom bojom. U ovom radu je posebna 
pažnja posvećena detaljnom ispitivanju adsorpcije i gašenja fluorescencije nakon 
adsorpcije TC boje na nanočestice zlata različitih veličina, 6-30 nm, sa adsorbovanim 
citratnim ili boratnim anjonima, jer ovo može dati bolji uvid za dalja ispitivanja interakcija 
na sličnim sistemima.  
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Interesovanje za proučavanje interakcija TC boje sa koloidima zlata proističe iz 
njihovog značaja posebno u oblasti medicine i optike, pošto se fluorescentno obeležene 
nanočestice mogu koristititi u dijagnostici za simulirano otpuštanje lekova [7] i za 
moduliranje i poboljšavanje optičkih katakteristika boje [2,31,32]. Ispitivanja reakcija 
nanočestica zlata sa različitim tiocijanskim bojama su pokazala da dolazi do procesa 
adsorpcije boje na površini koloida uz moguće formiranje specifičnih agregata cijanske 
boje tzv. J-agegata [1,12,76,77]. Do sada nisu bila izvedena kinetička ispitivanja J-
agregacije na sistemima koji se sastoje od hibridne metalne nanočestice i organske boje, 
ali je poznato da je praćeno formiranje ekscitona kod J-agregata nekih tiocijanskih boja u 
rastvoru, u prisustvu različitih soli [79] kao i porfirinske (cijanske) boje na površini 
proteina [80]. Ispitivanjem reakcije u rastvoru, u ovom radu je pokazano da je adsorpcija 
ove negativno naelektrisane boje na površini negativno naelektrisanih nanočestica zlata 
moguća kada su molekuli boje orijentisani prema površini nanočestica preko tiazolnog 
prstena koji nosi parcijalno pozitivno naelektrisanje, i da se, u jednom slučaju primećeno 
formiranje J-agregata TC boje, odvija kroz dva koraka, brzo inicijalno formiranje 
površinskog sloja, koje je praćeno sporijim rastom J-agregata na inicijalnom sloju J-
agregata. 
Eksperimentalni rezultati predstavljeni u ovom radu su u skladu sa literaturnim 
podacima gde su, na nanočesticama koje su modifikovane hromoforom, opisani primeri 
efikasnog gašenja fluorescencije hemisorbovanih hromofora [76,242,327,328]. Merenje 
fluorescencije u našem sistemu čestica-boja, korigovane za efekat unutrašnjeg filtera, je 
jasno ukazalo da je fluorescencija TC boje bila prigušena u zavisnosti od koncentracije 
prisutnih nanočestica zlata i da je ovaj proces kvantitativno povezan sa stepenom 
pokrivenosti površine nanočestica molekulima boje. Ovo gašenje fluorescencije se 
generalno pripisuje povećanoj neradijativnoj relaksaciji pobuđenog stanja usled prenosa 
energije i/ili prenosa elektrona [323,17]. U literaturi su opisani primeri gde je u slučaju 
fluorescentno obeleženih nanočestica zlata došlo do gašenje fluorescencije fluorofore 
iako je primećen i efekat unutrašnjeg filtera [240-243]. Međutim, za razliku od rezultata 
predstavljenih u ovom radu, u prisustvu nanočestica može doći i do obrnutog efekta tj. 
povećanja intenziteta fluorescencije fluorofore, što je takođe opisano u literaturi 
[244,246-248], a poznato je da mogu biti prisutna i oba efekta  [244,249]. Pošto su 
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cijanske boje jako fluorescentne [16], merenje fluorescentnih svojstava agregata čestica-
boja može dati važan uvid za razumevanje molekulskih interakcija i reaktivnosti u 
ovakvim sistemima. Fluorescentno obeležavanje je u širokoj upotrebi u medicinskoj 
dijagnostici [7] da bi se simuliralo otpuštanje lekova ili da bi se lokalizovale nanočestice. 
Izveden je zaključak i da efikasnost gašenja fluorescencije raste sa povećanjem 
veličine nanočestice, pri konstantnoj koncentraciji nanočestica u rastvoru. Poznati su i 
neki primeri u literaturi gde je opisan uticaj veličine nanočestica i udaljenosti između 
hromofora i nanočestica na efikasnost gašenja fluorescencije [329,330]. Uzevši da se 
gašenje fluorescencije dešava samo u slučaju molekula boje koji imaju direktan kontakt 
sa površinom nanočestice zlata, i da su molekuli TC boje orijentisani horizontalno na 
površini nanočestice, eksperimentalni rezultati su pokazali da je gašenje fluorescencije 
TC boje pri konstantnoj koncentraciji nanočestica Au sa adsorbovanim citratnim jonima 
na površini, C17 i C30, veće od izračunatih vrednosti. Pritom je pokazano da su 
eksperimentalno dobijene vrednosti koncentracije nanočestica potrebne za potpuno 
gašenje fluorescencije TC boje bile niže od izračunatih. Iz ovoga je zaključeno da je 
najverovatnija orijentacija molekula TC boje na površini nanočestica C17 i C30 kosa. 
Ovo je takođe podržano uzimajući u obzir i odbojne interakcije između terminalnih sulfo-
grupa boje i negativno naelektrisane površine nanočestica, čime je boji omogućeno da 
priđe površini nanočestice jedino sa strane parcijalno pozitivno naelektrisanog tiazolnog 
prstena i da se tako na površini nanočestice smesti i veći broj molekula TC. Ovakav 
rezultat je u skladu sa ranijim ispitivanjima, kojima je pokazano da je mera fluorescencije 
molekula boje funkcija udaljenosti između boje i površine metala, i da je u direktnom 
kontaktu sa metalom fluorescencija boje potpuno ugašena [77,242,323]. Pored toga, 
rezultati naših FTIR merenja su potvrdili da se interakcija TC boje sa nanočesticama zlata 
odvija preko slabe elektrostatičke interakcije između pozitivno naelektrisane tiocijanske 
grupe boje i negativno naelektrisanih citratnih/boratnih jona na površini nanočestice, kao 
i kroz π – π interakcije, što je u skladu sa kosom orijentacijom molekula TC. Ovakvo 
razmatranje je u skladu sa ranijim FTIR merenjima [76] gde je potvrđeno da se reakcija 
odigrava između pozitivno naelektrisane amonijumske vrste cijanske boje i karboksilata 
koji se nalaze na površini nanočestica zlata. U slučaju nanočestica zlata sa adsorbovanim 
boratnim jonima na površini, C9,5 i C6, teorijski dobijene vrednosti za koncentraciju TC 
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boje (uz pretpostavku da je boja u obliku kvadra) potrebnu da pokrije površinu 
nanočestice i da fluorescencija boje bude potpuno ugašena, u slučaju tri moguće 
orijentacije (horizonatlne, vertikalne orijentacije duž kraće strane i vertikalne orijentacije 
duž duže strane), su niže u poređenju sa dobijenom eksperimentalnom vrednošću. S 
druge strane, u slučaju koloida C9,5, koncentracija nanočestica potrebna da bi došlo do 
potpunog gašenja fluorescencije TC boje, po vrednosti najpribližnije odgovara vertikalnoj 
orijentaciji boje duž kraće strane, dok je u slučaju C6 eksperimentalno dobijen rezultat 
dosta niži od teorijski izračunatih vrednosti za sve tri moguće orijentacije boje, iz čega je 
zaključeno da je na površini ovih nanočestica boja smeštena u više od jednog sloja, 
najverovatnije u kosoj orijentaciji. Ovi podaci su ukazali na razlike u položaju molekula 
TC boje adsorbovane na površini nanočestica zlata sa adsorbovanim boratnim u 
poređenju sa nanočesticama zlata sa adsorbovanim citratnim jonima. Pored toga su, iz 
eksperimenata u kojima je ispitivano gašenje fluorescencije, izračunate i konstante 
ravnoteže za proces adsorpcije TC na površini nanočestica C6, C9,5, C17 i C30. Za 
koloidne disperzije C17 i C30 su dobijene vrednosti konstante ravnoteže, koje se dobro 
slažu sa ranije izračunatim vrednostima za adsorpciju sličnih cijanskih boja na 
nanočesticama Au sa adsorbovanim citratnim anjonima koje je ispitivao Lim sa 
saradnicima [76].  
Rezultati ispitivanja kinetike i mehanizma formiranja J-agregata, dobijenih samo u 
prisustvu koloida C6, pokazali su da se ova reakcija odvija kroz dva koraka, brzo 
formiranje inicijalnog sloja boje, koga prati, za red veličine, sporiji proces rasta 
konsekutivnih slojeva. Pretpostavka da je TC boja na površini negativno naelektrisanih 
nanočestica orijentisana sa strane parcijalno pozitivno naelektrisanog prstena, je 
podržana i aktivacionim parametrima određenim iz kinetičkih podataka dobijenih iz 
fluorescentnih merenja. Time je razjašnjena priroda elektrostatičkih sila odgovornih za 
formiranje J-agregata, a to je prvi i neophodni korak u nalaženju uslova za postizanje 
kompletne ili skoro kompletne transparencije na talasnoj dužini ekscitona, za korišćenje u 
optičkoj opremi. Poznato je da su ranije bila izvedena ispitivanja gde je praćeno 
formiranje ekscitona kod J-agregata nekih tiocijanskih boja u rastvoru u prisustvu 
različitih soli [79] kao i porfirinske (cijanske) boje na površini proteina [80]. Međutim, 
koliko je nama poznato, do sada nisu bila izvedena kinetička ispitivanja J-agregacije na 
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sistemima koji se sastoje od hibridne metalne nanočestice i organske boje. Stoga, da bi se 
moglo nastaviti sa iskorišćavanjem i usavršavanjem neobičnih optičkih karakteristika 
ovakvih hibridnih sistema neophodna su dalja detaljnija ispitivanja.  
J-agregacija je primećena po dodatku metalnih jona Mg2+ i Al3+ u rastvor boje pri 
čemu je došlo do formiranja novog pika na oko 460 nm. Nakon dodatka nanočestica C6 
u rastvor boje i u prisustvu jona K
+
, Cs
+ 
i Mg
2+
, ali ne i Al
3+, takođe je došlo do 
formiranja J-agregata i pojave apsorpcionog minimuma na 475 nm. Kinetičkim 
merenjima na sniženoj temperaturi je pokazano da sa porastom veličine jednovalentnih 
katjona (Li
+
 < Na
+
 < K
+
 < Cs
+
) dolazi do smanjenja vrednosti konstante brzine i brzog i 
sporijeg procesa. Sa povišenjem temperature, u prisustvu jona Cs+ rastu vrednosti 
konstanti brzina za oba procesa, pri čemu niže vrednosti aktivacionih energija u 
poređenju sa vrednostima dobijenim bez njihovog prisustva ukazuju da je u ovom slučaju 
smanjena energetska barijera i pospešena reakcija J-agregacije. U literaturi [79] je 
opisano formiranje J-agregata na primeru cijanske boje slične strukture kao TC, u 
prisustvu hlorida jednovalentnih katjona, kao i nitrata dvo- i trovalentnih katjona, pri 
čemu brzina reakcije raste sa povećanjem koncentracije boje, kao i katjona, i da je 
najveća za trovalentne metalne katjone, srednja za dvovalentne, a najmanja za 
jednovalentne katjone, dok je nezavisna od tipa anjona [79]. Za razliku od našeg slučaja 
gde je potvrđen dvostepeni mehanizam, kinetika i mehanizam ove reakcije su objašnjeni 
autokatalitičkim procesom [79]. Da bi se podrobnije ispitale reakcije u prisustvu jona 
neophodna su dalja ispitivanja, u kojima ćemo koristiti i fluorescentna merenja, ali ono 
što je očekivano na osnovu dosadašnjih ispitivanja je da bi se fluorescencija boje u 
prisustvu soli povećala [79].  
 Dobijeni rezultati ispitivanja citotoksičnih efekata sintetizovanih nanočestica C15 
i C47 na dva in vitro model sistema humanih ćelija: limfocitima i fibroblastima su 
pokazali zavisnost od koncentracije i veličine nanočestica, s tim što je u slučaju limfocita 
dobijena veća osetljivost na nanočestice zlata. Tretiranje kultura limfocita ovim 
koloidima je izazvalo citotoksične efekte, koji su se odrazili kao značajno povećanje 
učestalosti mikronukleusa, ali je povećanje proliferacionog potencijala ćelije u poređenju 
sa kontrolom bilo zanemarljivo, što ipak ukazuje na poremećaj funkcije kontrolnih tačaka 
ćelijskog ciklusa. U ćelijskoj liniji fibroblasta, iste koncentracije nanočestica zlata su 
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izazvale nešto veći nivo γ-H2AX fokusa u odnosu na kontrolu. Metalne nanočestice, 
posebno nanočestice zlata, su veoma značajne zbog svoje sadašnje ali i buduće primene 
ne samo kao katalizatori, nego i u polju biologije i medicine [48,271]. Tako je poznata 
njihova primena u oblasti biosenzora [273,274], a istraživanja su u velikoj meri 
motivisana mogućnošću primena nanočestica zlata u dijagnostici [272], za detekciju 
kancera i u terapiji [47,275,276,286-288], kao i za prenos i ciljanu dostavu lekova do 
specifičnog mesta [277-280]. Pored toga biokompatibilnost ovih nanočestica je korišćena 
za transport antitumornih agenasa na mesto gde se nalazi tumor što je olakšano zbog 
veće propustljivosti i efekta zadržavanja (čuvanja) [278], a takođe se ponašaju i kao 
sistemi za dostavu gena koji nisu zasnovani na virusima [283-285]. Ipak nije zasigurno 
poznato šta se dešava sa nanočesticama zlata nakon njihovog ulaska u živu ćeliju. Do 
sada je smatrano da je endocitoza glavni put ulaska nanočestica zlata u ćeliju  [296,297], 
a najnovija istraživanja ukazuju na to da nanočestice zlata u živim ćelijama uglavnom 
ostaju u endozomima, sfernom dvostrukom sloju membranskih lipida [293,298]. Postoji i 
nekoliko istraživanja koja pokazuju zavisnost ćeliske apsorpcije nanočestica zlata od 
veličine i oblika čestice, kao i od karakteristika površine nanočestice [293,298]. Imajući 
u vidu činjenicu da nije potpuno razjašnjeno šta se dešava sa nanočesticama zlata nakon 
njihovog ulaska u ćeliju, ostaje potreba da se jasno razumeju njihova krajnja odredišta i 
moguće interakcije sa komponentama ćelije, a naš cilj je bio davanje dodatnih informacija 
u ovom polju istraživanja. U tom smislu, ispitivanja ćelijskih sistema sa nanočesticama 
zlata različitih koncentracija, veličine i karakteristika površine, predstavljena u ovom 
radu, bi mogla poslužiti kao odlični model-sistemi za procenu genotoksičnosti. 
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6 Zaključak 
 
 
(1) Potvrđena je adsorpcija TC boje na površini koloidnih čestica veličina 6 nm, 9,5 nm, 
17 nm i 30 nm, označenih kao C6, C9,5, C17 i C30, u vodenoj sredini. TEM merenjima 
je pokazano da samo u slučaju najmanjih sintetizovanih nanočestica, C6, prisustvo TC 
boje izaziva aglomeraciju nanočestica, pri čemu je primećena značajna razlika u veličini 
C6 i C6/TC hibridnih čestica. Merenjem zeta potencijala je potvrđeno negativno 
naelektrisanje na površini svih ispitivanih nanočestica, pri čemu se ova vrednost nakon 
dodatka TC boje smanjuje, ukazujući na moguće slabe elektrostatičke interakcije između 
citratnih/boratnih anjona i pozitivno naelektrisanog tiazolnog dela TC boje, što je 
potvrđeno i FTIR merenjima.    
 
(2) Merenje fluorescencije agregata čestica-boja, korigovane za efekat unutrašnjeg 
filtera, je ukazalo da nanočestice zlata, u zavisnosti od koncentracije, gase fluorescenciju 
TC boje. Nađeno je da ovaj proces kvantitativno zavisi od pokrivenosti površine 
nanočestica zlata molekulima TC boje. Sa povećanjem veličine čestica, pri konstantnoj 
koncentraciji nanočestica različitih veličina, efikasnost gašenje fluorescencije je rasla.  
 
(3) Uz pretpostavku da je maksimalno gašenje fluorescencije TC boje ograničeno na 
potpunu monoslojnu pokrivenost površine nanočestica TC bojom, i da su molekuli TC 
boje orijentisani horizontalno na površini nanočestice eksperimentalno dobijene vrednosti 
koncentracije nanočestica C17 i C30 potrebne za potpuno gašenje fluorescencije TC boje 
su bile niže od teorijski izračunatih, dok su za gašenje fluorecencije TC boje pri 
konstantnoj koncentraciji nanočestica dobijene više eksperimentalne vrednosti u 
poređenju sa teorijski izračunatim. Iz ovih podataka je zaključeno da je najverovatnija 
kosa orijentacija molekula TC boje na površini ovih nanočestica.  
 
(4) U slučaju nanočestica C6 i C9,5 teorijski dobijene vrednosti za koncentraciju TC boje 
potrebnu da pokrije površinu nanočestice i da fluorescencija boje bude potpuno ugašena, 
u slučaju sve tri orijentacije, su bile niže u poređenju sa dobijenom eksperimentalnom 
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vrednošću. Koncentracija nanočestica C9,5, potrebna da bi došlo do potpunog gašenja 
fluorescencije TC boje, po vrednosti najpribližnije odgovara vertikalnoj orijentaciji boje 
duž kraće strane, dok je u slučaju C6 eksperimentalno dobijen rezultat dosta niži od 
teorijski izračunatih vrednosti za sve tri moguće orijentacije boje, iz čega je zaključeno 
da je na površini ovih nanočestica boja smeštena u više od jednog sloja. Iz eksperimenata 
u kojima je ispitivano gašenje fluorescencije, izračunate i konstante ravnoteže za proces 
adsorpcije TC na površini nanočestica C6, C9,5 kao i C17 i C30.  
 
(5) U apsorpcionom spektru koloida C6 u prisustvu TC boje (zapreminski odnos 2:1), 
oštar apsorpcioni minimum na 475 nm je ukazao na formiranje J-agregata TC boje na 
površini ovog koloida. Veličina ovog minimuma je rasla sa povećanjem koncentracije TC 
do granične koncentracije TC ~ 0,5×10-5 M a sa daljim povećavanjem koncentracije boje 
nije primećen dalji porast intenziteta ekscitona. Određeno je da broj molekula TC 
adsorbovan na jednoj nanočestici zlata iznosi približno 100, i da su ovi molekuli 
raspoređeni kao 3 sloja boje. 
 
(6) Kinetička ispitivanja formiranja ovih agregata u prisustvu nanočestica C6 su pokazala 
da se reakcija odvija kroz dva koraka. U skladu sa kinetičkim podacima pretpostavljen je 
mehanizam u kojem je prvi korak brzo inicijalno formiranje površinskog sloja praćeno 
sporijim rastom J-agregata na inicijalnom sloju J-agregata. Određene su vrednosti 
konstanti brzina ovih procesa iz merenja apsorbancije na 475 nm i iz fluorescentnih 
meranja. Iz zavisnosti brzine reakcije od temperature na 16° C, 20° C, 24° C, 28° C i    
30° C određeni su i aktivacioni parametri entalpije i entropije aktivacije (Ea1 = 170.7 
kJ/mol, ΔH≠1 = 168.2 kJ mol
−1
, ΔS≠1 = 385.33 J mol
−1
K
−1
 and Ea2 = 93.5 kJ/mol, ΔH
≠
2 = 
91.06 kJ mol
−1
, ΔS≠2 = 93.01 J mol
−1
K
−1
). 
 
(7) U prisustvu 1,67×10
-5
 M TC boje i 1×10
-3
 M jona Mg
2+
 ili 1×10
-3
 M jona Al
3+
 došlo 
je do formiranja novog apsorpcionog pika na ~ 460 nm koji je ukazao na formiranje J-
agregata boje, dok se nakon dodatka nanočestica C6 u rastvor boje i u prisustvu jona K+, 
Cs
+
, Mg
2+
, ali ne i Al
3+
, formirao apsorpcioni minimum na 475 nm, takođe ukazujući da 
je došlo do formiranja J-agregata usled kuplovanja površinskog plazmona C6 i 
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molekulskog ekscitona J-agregata. Ispitivanjem kinetike J-agregacije, u odsustvu koloida 
C6, u zavisnosti od vrste jednovalentnih katjona utvrđeno je da sa porastom njihove 
veličine dolazi do smanjenja vrednosti konstante brzine i bržeg i sporijeg procesa. Sa 
povišenjem temperature, u prisustvu 1,67×10-5 M TC boje, 5×10-8 M nanočestica C6 i 
1×10
-3 
M jona Cs
+
 vrednosti konstanti brzina za oba procesa su porasle, pri čemu su niže 
vrednosti aktivacionih energija (Eact1 = 47,55 kJ/mol a Eact2 = 29,93 kJ/mol) u poređenju 
sa vrednostima dobijenim bez njihovog prisustva ukazale da je u ovom slučaju smanjena 
energetska barijera i pospešena reakcija J-agregacije. 
 
(8) Tretiranje kultura limfocita nanočesticama zlata veličine 15 nm i 47 nm, označenim 
kao C15 i C47 je izazvalo citotoksične efekte koji su pokazani značajnim povećanjem 
učestalosti mikronukleusa i CBPI ali zanemarljivo malim povećanjem ćelijskog 
proliferativnog potencijala, u poređenju sa kontrolom, što je ipak ukazalo na poremećaj 
funkcije kontrolnih tačaka ćelijskog ciklusa, i identifikovane su dve glavne kontrolne 
tačke Chk1 i Chk2. U ćelijskoj liniji fibroblasta, iste koncentracije nanočestica zlata su 
izazvale nešto veći nivo γ-H2AX fokusa nego što je to u kontroli. Potvrđeno je i da 
postoji zavisnost citotoksičnih efekata pomenutih nanočestica u ovim model sistemima 
humanih ćelija od koncentracije i veličine čestica, ali je u slučaju limfocita dobijena veća 
osetljivost na nanočestice zlata. U kulturi limfocita, u prisustvu iste količine zlata, efekat 
je bio dosta jači za manje nanočestice (koloid C15), a sa povećanjem koncentracije C15 i 
C47 učestalost mikronukleusa se smanjila. Osim toga, veće nanočestice (C47) su 
povećale učestalost MN i CBPI pri nižim koncentracijama od manjih nanočestica (C15). 
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8 Prilozi 
 
 
8.1 DLS grafici 
 
DLS grafici raspodele veličine čestica po zapremini i intenzitetu koloidnih 
disperzija C9,5, C17 i C30 u odsustvu i prisustvu TC boje. 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 74. Koloidna disperzija zlata C9,5 (a) i C9,5 sa TC bojom (b), raspodela veličina 
čestica prema zapremini 
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Slika 75. Koloidna disperzija zlata C9,5 (a) i C9,5 sa TC bojom (b), raspodela veličina 
čestica prema intenzitetu 
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Slika 76. Koloidna disperzija zlata C17 (a) i C17 sa TC bojom (b), raspodela veličina 
čestica prema zapremini 
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Slika 77. Koloidna disperzija zlata C17 (a) i C17 sa TC bojom (b), raspodela veličina 
čestica prema intenzitetu 
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Slika 78. Koloidna disperzija zlata C30 (a) i C30 sa TC bojom (b), raspodela veličina 
čestica prema zapremini 
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Slika 79. Koloidna disperzija zlata C30 (a) i C30 sa TC bojom (b), raspodela veličina 
čestica prema intenzitetu 
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8.2 Zavisnost I od Cnp (intenziteta fluorescencije slobodne 
boje u rastvoru od koncentracije nanočestica), jedn. (23) 
 
 
Iz jednačine (26): 
 
 
 
 
 
 
sledi da je 
 
 
 
 
 
 
 Ako 0C  predstavlja početnu koncentraciju TC boje, 1C  koncentraciju TC boje u 
rastvoru a adsC  koncentraciju adsorbovane TC boje, onda je adsCCC  01 . 
 S obzirom na odnos između koncentracije boje u rastvoru i one adsorbovane na 
površini nanočestica Au, gde je ukupna korišćena površina nanočestica = (broj 
nanočestica Au) × (površina jedne nanočestice) = )()( 0 NPNP SAVCN  , dobija se da je 
NPNP SAVCNNCCVN  )()( 0010100  , gde je 0N  Avogadrov broj 
(6.022×10
23
 mol
-1
), V  je ukupna zapremina rastvora, a NPC  je koncentracija Au. Prema 
tome, dobija se da je:  
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pa je: 
  
 
                                                                                                      
 
 
 
Iz jedn. (29) sledi da je: 
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i deljenjem sa –K se dobija da je:  
 
 
                                                              
                       
 
K je veoma veliki broj, pa je 00 
K
C
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Ovim je pokazano da je koncentracija boje u rastvoru linearna funkcija 
koncentracije nanočestica. Kada se dalje uzme u razmatranje zavisnost merenog 
intenziteta fluorescencije boje od koncentracije, 1
' CbkI  , gde je  0
' 3.2 PФk , b 
dužina svetlosnog puta kroz rastvor,   kvantno polje, 0P  snaga upadne svetlosti, i   
molarna apsorptivnost boje, lako se može izvesti jednačina (23):  
 
 
  
 
 
čime je pokazano da je intenzitet fluorescencije slobodne boje u rastvoru linearna 
funkcija koncentracije nanočestica.  
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